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Podzemsko okolje dinarskega krasa sodi med območja z največjo biodiverziteto podzemnih 
živali v svetovnem merilu. Najbolj prepoznavna žival dinarskega podzemlja je zagotovo 
človeška ribica (Proteus anguinus), poznana tudi kot močeril ali preprosto proteus. S svojo 
zunanjostjo, prilagoditvami na podzemno okolje in načinom življenja je proteus dosegel 
status simbola ohranjanja podzemnih habitatov, ter predstavlja pomemben del naše kulturne, 
zgodovinske in naravne dediščine. Kljub prepoznavnosti, ogroženosti in pomembni ekološki 
vlogi sta biologija in ekologija proteusa zaradi težke dostopnosti njegovega naravnega okolja 
še vedno slabo raziskani. 
Poleg pogosto izpostavljenih in nadzorovanih abiotskih dejavnikov okolja sta za dolgoročno 
varovanje ogroženih vrst ključnega pomena tudi poznavanje in razumevanje njihovih 
interakcij z drugimi organizmi v okolju. Enako velja tudi za proteusa, pri katerem pa je 
znanje o interakcijah z drugimi organizmi zelo omejeno. Poleg njegove dobro poznane vloge 
osrednjega plenilca podzemskih voda dinarskega krasa to vključuje še opise nekaterih 
njegovih bolj ali manj specializiranih parazitov (Kostanjšek in sod., 2017) in redko 
dokumentirane primere plenjenja proteusov s strani rib, medtem ko so interakcije proteusa z 
mikroorganizmi omejene na posamezne primere oportunističnih okužb proteusov v 
ujetništvu (Kogej, 1999; Bizjak-Mali in sod., 2018). 
 
1.1 NAMEN MAGISTRSKEGA DELA 
 
Zaradi prepoznanega pomena kožne mikrobiote, zlasti bakterij, za zdravje in dobrobit 
vretenčarskih gostiteljev, smo se v nalogi odločili podrobneje raziskati kožni bakteriom 
človeške ribice. Vzorci mikroorganizmov so bili s kože človeških ribic odvzeti z neinvazivno 
tehniko kožnega brisa, v raziskavo pa smo vključili osebke različnih slovenskih populacij. 
Profile bakterijskih skupin na koži proteusov in v vodi iz njihovega okolja smo analizirali z 
metagenomsko analizo vzorcev, pri kateri smo uporabili sekvenčne pristope naslednje 
generacije. Vpogled v mikrobioto kože človeške ribice je pomemben korak za ohranjanje 
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1.2 DELOVNE HIPOTEZE 
 
Zastavili smo si naslednje delovne hipoteze: 
– Bakteriom kože proteusa je manj raznolik od mikrobioma njenega vodnega okolja. 
– V kožnem bateriomu proteusa prevladujejo okoljske bakterije. 
– Kožni bakteriom proteusa odraža bakterijsko združbo njegovega vodnega okolja, 






















Prodan Y. Mikrobiota kože človeške ribice (Proteus anguinus). 3 
     Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2018  
 
 
2 PREGLED OBJAV 
 
2.1 ČLOVEŠKA RIBICA (Proteus anguinus, Laurenti 1768) 
 
Človeška ribica, močeril ali proteus je slepa dvoživka, ki živi v kraških jamah Slovenije, 
Hrvaške, Bosne in severnovzhodne Italije (Sket, 1997; Durand, 1998). Pripada razredu 
Amphibia, redu Caudata in družini Proteidae, v kateri med recentnimi rodovi najdemo še 
severnoameriški rod Necturus. Oba rodova v družini sta pedomorfna, natančneje neotenična, 
kar pomeni, da so pri spolno zrelih osebkih ohranjene nekatere značilnosti ličink. Te 
vključujejo neporoženelo kožo z nevromasti in velikim številom Langerhansovih celic, 
škržni odprtini in zunanje škrge (Gorički in sod., 2012). Človeška ribica preferira podzemne, 
hladne (8–11 °C), mirne in dobro oksigenirane vode (Sket, 1997). Na podzemno vodno 
okolje je dobro prilagojena, troglomorfne prilagoditve pa vključujejo zakrnele oči, 
specializirana čutila, podaljšano telo, okončine in predvsem glavo, depigmentacijo kože, 
počasen metabolizem, odpornost na stradanje, dolgoživost in zmanjšanje intraspecifičnega 
agresivnega vedenja (Durand, 1998; Bulog, 2004). Zakrnela očesa se pri proteusu nahajajo 
globoko pod kožo. Opazna so le pri ličinkah in mlajših osebkih, v četrtem mesecu razvoja 
pa se razvoj ustavi in oko atrofira (Durand, 1976). Kljub temu so očesa še vedno rahlo 
občutljiva na svetlobo, ki jo sicer zaznavajo tudi s kožo. Izostanek vidne zaznave močeril 
nadomešča z dobro razvitimi kemo- in mehanoreceptorji, s katerimi se orientira (Guillaume, 
2000) in zaznava plen (Schlegel in Bulog, 1997). Pri orientaciji in lovu proteus uporablja 
tudi elektroreceptorje, s katerimi zaznava šibko električno polje in polarnosti (Schlegel in 
Bulog, 1997), ter magnetoreceptorje (Schlegel, 1996). Diha s škrgami in kožo, v hipoksičnih 
pogojih pa zrak zajema na vodni površini in diha s pljuči (Bulog, 2004). 
Kot glavni plenilec v dinarskem podzemlju ima proteus pomembno ekološko vlogo. S svojo 
prisotnostjo zato posredno kaže na zadostno količino hrane, stabilnost prehranjevalnih verig 
in kroženja snovi ter s tem tudi relativno neokrnjenost podzemskih voda. Ker so slednje na 
območju dinaridov pomemben vir pitne vode, je močeril poljudno prepoznan tudi kot 
»zaščitnik pitne vode«. Proteus je zelo občutljiv na negativne spremembe v svojem habitatu, 
zlasti na onesnaževalce podzemnih vod, kot so nitrati in fosfati. Izpiranje gnojil in 
farmacevtskih sredstev v podzemno vodo, pretirana uporaba gnojevke iz bioplinarn in 
odlagališče livarskih peskov pri izviru Jelševnik in onesnažena brezna na različnih mestih 
so še vedno glavni problem pri ohranjanju habitata podzemnih živali in imajo neposredno 
negativni vpliv na njihovo dobrobit (Bulog, 2007; Bulog in sod., 2002).  
Opisani sta dve podvrsti človeške ribice: bela (Proteus anguinus anguinus) in črna (Proteus 
anguinus parkelj), ki se med seboj razlikujeta glede na različno izražene troglomorfne 
značilnosti. Za razliko od bele podvrste je črna tako izrazito pigmentirana, ima manj zakrnele 
oči, širšo lobanjo in nekatere druge morfološke značilnosti (Sket in Arntzen, 1994). Črna 
podvrsta ima izredno omejen areal, saj se nahaja le v nekaterih izvirih v Beli krajini, medtem 
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ko se življenjski prostor bele podvrste razprostira med izlivom reke Soče in Črno goro. Kljub 
navidezni morfološki podobnosti bele podvrste pa novejše molekulske študije kažejo izrazito 
razdeljenost bele podvrste na več populacij (Gorički in sod., 2017). Molekulske študije 
kažejo tudi, da črna podvrsta ni sestrska skupina bele podvrste, temveč klad znotraj slednje, 
njeni najbližji sorodniki pa pripadajo populaciji bele podvrste z istega območja.  
Zaradi občutljivosti podzemnega okolja in omejene razširjenosti je človeška ribica v 
Sloveniji zaščitena že od leta 1922, ko je bila skupaj z ostalo jamsko favno uvrščena na 
seznam ogroženih vrst, leta 1982 pa je bila vrsta dopisana tudi na seznam redkih in ogroženih 
vrst v Sloveniji. Danes se nahaja na slovenskem rdečem seznamu ogroženih vrst (Sket, 1992; 
Mrosovsky, 1997), kjer je bela podvrsta po klasifikaciji IUCN opredeljena kot ranljiva (V), 
črna pa kot redka (R) (Arntzen in sod., 2009). Proteus je zavarovan tudi kot prioritetna vrsta 
po Habitatni direktivi Sveta Evrope (Directive, 1992), večina njenih območij razširjenosti 
pa je uvrščena v območja varovanja Natura 2000. Človeško ribico kljub formalnemu 
varovanju ogrožajo številni dejavniki, nezadostno pa je tudi poznavanje njene varstvene 
biologije. Med prepoznanimi grožnjami podzemnemu okolju ter z njim neposredno 
povezano človeško ribico prednjačita kmetijsko in industrijsko onesnaževanje (Bulog, 2007; 
Bulog in sod., 2002). Podzemni vodotoki predstavljajo glavni vir pitne vode na Krasu, zato 
je degradacija naravnega okolja proteusa neposredno povezana ogroženostjo zalog pitne 
vode. Ker je stopnja onesnaženja podzemnih voda odvisna od vrste onesnaževalca in njegove 
količine, ki doseže podtalnico, imata pri prenosu onesnažil s površja pomembno vlogo tudi 
sestava tal in sposobnosti zadrževanja oziroma filtracij polutantov. Zaradi velike poroznosti, 
plitkosti zemljine in drugih značilnosti kraških tal je vnos onesnažil v podzemne vodotoke 
dinarskega krasa bistveno večji kot na globljih in manj prepustnih tleh. Glavni kemijski 
onesnaževalci kraških podzemnih voda so na območju intenzivnega kmetijstva predvsem 
fosfati, nitrati, nitriti, amonijak in arzen, med industrijskimi onesnažili pa prednjačijo 
klorirani ogljikovodiki (pesticidi), poliklorirani bifenili (PCB) in kovine, kot so svinec, 
kadmij in živo srebro (Bulog in sod., 2002). 
 
2.2 KOŽA ČLOVEŠKE RIBICE 
 
Koža bele človeške ribice (Proteus anguinus anguinus) je bela do rožnato obarvana, zaradi 
pigmenta riboflavina pa lahko prevzame tudi rumenkaste odtenke (Istenič in Ziegler, 1974). 
Kljub navidezni odsotnosti temnih pigmentov pa je koža bele podvrste sposobna izločanja 
melanina in lahko ob izpostavitvi svetlobi tudi potemni. Koža črne podvrste (Proteus 
anguinus parkelj) pa je v nasprotju z belo permanentno pigmentirana ter dosega temno rjave 
do skoraj povsem črne odtenke. V primerjavi s kožo bele podvrste je koža črnega močerila 
tudi rahlo debelejša tako v plasti povrhnjice kot tudi v plasti usnjice (Kos, 1992). V primeru 
obeh podvrst pa koža ohranja neotenične značilnosti. Te vključujejo odsotnost poroženele 
plasti (stratum corneum) na površini povrhnjice, veliko Leydigovih celic, nevromaste kot 
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senzorčne (nevromasti) in ampularne organe (Istenič in Bulog, 1984; Schlegel in Bulog, 
1997). Kožo glave in telesa odraslega proteusa prekriva povrhnjica, sestavljena iz štirih do 
osmih plasti epitelnih celic, ki so razdeljeni na tri težko ločljive sloje: sloj mukoznih celic 
(stratum mucosum), sloj intermediarnih celic (stratum spongiosum in stratum granulosum) 
ter bazalni ali zarodni sloj (stratum basale ali stratum germinativum). Apikalni deli 
mukoznih celic so oblikovani v prstaste ali grebenaste mikrovile, v citoplazmi pa vključujejo 
veliko mukoznih veziklov, ki jih izločajo na površino. Medtem ko intermediarne celice 
nimajo izrazitejših ultrastrukturnih značilnosti, pa bazalne celice vključujejo značilne 
hemidezmosomalne snope tonofilamentov, imenovane Eberthove strukture. Nad bazalnim 
slojem se nahaja veliko Leydigovih celic, medtem ko so Merkelove in granularne celice 
redkejše. Pod epidermisom se nahaja adepidermalni prostor, ki slednjega ločuje od spodaj 
ležeče usnjice. Ta je v svojem zgornjem delu oblikovana v več slojev gosto prepletenih 
kolegenih fibril, imenovanih bazalna lamela. Prekriva osrednji del dermisa ali stratum laxum 
in najnižje ležeči sloj, ki ga tvori gost in neurejen preplet kolagenskih fibril, imenovan 
stratum compactum. V spodnjih slojih dermisa se poleg kolagena nahajajo tudi fibroblasti, 
melanofore, kapilare, živci in osrednji deli večceličnih sluznih žlez, ki izločajo mukus prek 
izvodil na površino kože (Fox in Durand, 1990). 
 
2.3 KOŽNI MIKROBIOM DVOŽIVK 
 
Koža dvoživk je relativno tanka in slabo keratinizirana, poleg krovne funkcije pa sodeluje 
tudi pri izmenjavi plinov, ozmoregulaciji, termoregulaciji, izločanju, komunikaciji in 
obrambi pred patogeni (Duellman in Trueb, 1986; Campbell in sod., 2012). Pri normalnem 
delovanju kože imajo ključno vlogo številne kožne žleze ter njihovi sluzni, strupeni in 
antimikrobni izločki. Zlasti slednji so v zadnjih letih predmet raziskav, usmerjenih v 
praktično uporabo protimikrobnih produktov amfibijskih žlez v humani medicini (Xi in sod., 
2013). Koža dvoživk nima dlak, perja in lusk ter je neposredno izpostavljena okoljskim 
mikroorganizmom. Zato je primeren model za raziskave mikrobnih skupin na koži. Poleg 
zagotavljanja homeostaze, podpore fiziološkim procesom in razvoju imunskega sistema je v 
zadnjih letih vse bolj prepoznan tudi pomen kožnih mikrobnih združb dvoživk v obrambi 
proti kožni bolezni hitridiomikozi, ki jo povzročata patogeni glivi iz rodu Batrachochytrium. 
 Z razvojem novih tehnologij sekvenciranja DNA in metagenomskimi pristopi se je močno 
povečalo tudi znanje o izvoru, diverziteti in vlogi mikroorganizmov kože dvoživk. Skupna 
lastnost prevladujočih mikrobnih skupin kožnega mikrobioma dvoživk je njihov okoljski 
izvor ter sposobnost preživetja v selektivnem okolju, ki ga na koži vzpostavljajo izločki 
kožnih žlez. Ti pri večini dvoživk favorizirajo določene skupine mikrobov, ki se v okolju 
dvoživk sicer nahajajo v manjšem deležu (McKenzie in sod., 2012; Loudon in sod., 2014; 
Walke in sod., 2014). Kožni mikrobiom večine preučenih dvoživk je izrazito vezan na vrsto 
gostitelja, saj je njegova sestava med osebki iste vrste z različnih lokacij bolj podobna, kot 
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med predstavniki različnih vrst v istem okolju (McKenzie in sod., 2012; Walke in sod., 2014; 
Bletz in sod., 2017c; Rebollar in sod., 2016). Poleg vrste gostitelja na sestavo kožne 
mikrobiote vplivajo tudi okolje (Kueneman in sod., 2014; Rebollar in sod., 2016; Bletz in 
sod 2017c; Sanchez in sod., 2017; Sabino-Pinto in sod., 2016), razvojna faza (Kueneman in 
sod., 2014; Sanchez in sod., 2017) in temperature okolja (Daskin in sod. 2014; Bletz in sod., 
2017b). Veliko mero podobnosti kožnega mikrobioma znotraj vrste bi lahko pripisali 
selektivnim pogojem na koži, ki se med vrstami razlikujejo glede na anatomijo, stopnjo 
obnavljanja kože ter sestavo protimikrobnih proteinov, alkaloidov in komponent imunskega 
sistema v sluzi (Rollins-Smith in Woodhams, 2012; Woodhams in sod., 2006, 2007, 2014; 
Daum in sod., 2012; Rollins-Smith, 2009; Loudon in sod., 2014; Meyer in sod., 2012). 
Glavni vzrok relativno velikega števila raziskav kožnega mikrobioma pri dvoživkah je 
njegova potencialna vloga pri omejevanju hitridiomikoze. Gre za kožno bolezen, ki jo 
povzročata patogeni glivi Batrachochytrium dendrobatidis in B. salamandrivorans. Bolezen 
je v zadnjem desetletju odgovorna za upad populacij in izumrtje več kot 200 vrst dvoživk 
(Garner in sod., 2005), ter predstavlja eno največjih groženj diverziteti vretenčarjev v 
svetovnem merilu (Culp in sod., 2007). Občutljivost dvoživk na omenjeni glivi je odvisna 
od vrste dvoživke, njene fiziologije oziroma stanje imunskega sistema, okoljskih pogojev in 
kožnega mikrobioma (Bletz in sod., 2013). Vloga slednjega pri omejevanju okužbe vključuje 
tako posredne mehanizme v obliki kompeticije za nutriente in življenjski prostor, kot tudi 
neposredne vplive na glivne patogene preko protiglivnih substanc, kot je violacin bakterije 
Janthinobacterium lividum, ki je pogosto del naravne kožne mikrobiote. 
Ker je koža dvoživk v neposrednem stiku z mikroorganizmi v njihovem okolju, na njej 
pričakovano prevladujejo bakterije eksogenega izvora (Belden in Harris, 2007), medtem ko 
je prisotnost avtohtone kožne mikrobiote manj verjetna. Neglede na njen izvor, pa je vpliv 
kožne mikrobiote na homeostazo, fiziološke procese in dovzetnost dvoživk za okužbe dobro 
poznan. Kljub njenemu potencialnemu pomenu za gostitelja, pa so podatki o kožni 
mikrobioti proteusa omejeni zgolj na nekatere oportunistične okužbe (Kogej, 1999; Bizjak 
Mali in sod., 2018). 
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2.4  JAMSKO OKOLJE IN SPELEOBIOLOGIJA 
 
Za jamsko okolje je zančilna odsotnost svetlobe, omejena dostopnost, majhna količina hranil 
in relativno nizka koncentracija kisika v vodi. Pri oblikovanju jam sodelujejo kemijski 
procesi, erozija, tektonske sile, mikroorganizmi, tlak in atmosferski vplivi, zato ločimo 
različne tipe jam (Laureano in sod., 2016). Med nje sodi tudi tip kraške jame. Ta se oblikuje 
v topnih kamninah – večinoma je to apnenec, ki ga raztapljata deževnica in podzemna voda, 
bogati z ogljikovo kislino. V Sloveniji kras pokriva 44 % površine in po podatkih Jamarske 
zveze Slovenije je v Sloveniji danes registrirano okoli 10.419 kraških jam; vsako leto na 
seznam dodajo vsaj 100 novih jam. Najbolj turistično znane kraške jame v Sloveniji so: 
Postojnska jama, Planinska jama, Križna jama in Škocjanske jame. Jame so poleg 
popularnosti s turističnega vidika v Sloveniji tudi prebivališče različnih živalskih vrst, s 
preučevanjem katerih se ukvarja znanstveno področje biologije podzemnih habitatov 
poznano tudi po imenu speleobiologija, biospeleologija, biologija jam ali podzemna 
biologija. 
Prvi zapisi o jamskih živalih segajo v leto 1571, ko je kitajski avtor omenil »hialine ribe, ki 
živijo v jamah« v Yunnanu. Leta 1994 so ugotovili, da gre za vrsto Synocycloheilus 
diaphanus. Na območju Slovenije pa je Janez Vajkard Valvasor leta 1689 dokumentiral, da 
izvir v bližini Vrhnike v Sloveniji prinaša živali iz podzemlja, ki jih je lokalno prebivalstvo 
razlagalo kot zmajeve mladiče. Leta 1768 je to žival J. Laurenti opisal kot človeško ribico z 
znanstvenim imenom Proteus anguinus. Prve poglobljene raziskave jamske favne so začele 
v obdobju 1830 z opisi različnih živali, kot so drobnovratnik (Leptodirus hochenwartii), 
jamski hrošči, polži in ribe (Ambylopsis spelaeus). Spoznavanje biologije jam se je iz 
Dinarskega krasa in Evrope potopoma razširilo in po celem svetu so se začele pojavljati 
dokumentacije novih podzemnih  živalskih vrst. Danes je biologija jam zelo pomembna veja 
znanosti, ki s svojim študijami prispeva k boljšemu razumevanju podzemnega habitata in 
njegove flore ter favne (Gunn, 2004). Delo speleobiologov je zahtevno, zlasti če 
upoštevamo, da je epikras (plast podzemnega Krasa, ki je najbližji površju) nedostopen za 
neposredne raziskave s standardnim vzorčenjem. Jamska favna se zato lahko raziskuje tudi 
posredno, z odvzemanjem vzorcev jamske vode (Pipan in Brancelj, 2004). Po vrstni pestrosti 
in stopnji endemiza podzemne vode v Dinarskem krasu, zlasti v Sloveniji sodijo v sam 
svetovni vrh (Sket, 1996), prav biodiverziteta in občutljivost podzemnih habitatov pa 
predstavljata glavni področji speleobioloških raziskav (Culver in Sket, 2002). 
Kraške jame so edinstvena okolja, ki imajo veliko fizikalnih, bioloških in mikrobioloških 
značilnosti. Poleg jamskih živali lahko v jamah najdemo tudi različne mikroorganizme. 
Večina mikrobioloških raziskav temelji na preučevanju mikroorganizmov ekstremnih okolij, 
kot so ekstremne temperature, pH, tlak, ozmolarnost, v katerih pa je, zaradi potrebnih 
prilagoditev raznolikost mikroorganizmov načeloma zelo omejena. Zaradi izredno omejenih 
virov hranil ali oligotrofnih pogojev so kot ekstremna okolja prepoznani tudi oceani, 
sedimenti in jame, ki pa v primerjavi z ostalimi ekstremnimi okolji vsebujejo večje število 
Prodan Y. Mikrobiota kože človeške ribice (Proteus anguinus). 8 
     Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2018  
 
 
in bolj raznolik nabor mikroorganizmov. Kljub odsotnosti fototrofnih primarnih 
producentov in posledični oligotrofnosti jamskega okolja, so v jamah tako našli veliko 
prilagojenih vrst mikroorganizmov, ki s svojim metabolizmom vzdržujejo, oblikujejo in 
ščitijo jamsko okolje ter s tem vplivajo na delovanje celotnega ekosistema. Glede na 
omejeno količino hranil imajo mikrobi v jamah kooperativni metabolizem, ki funkcionira v 
smislu izločanja produktov metabolizma ene vrste v korist druge in obratno. Osnovo tovrstne 
metabolne kooperacije tvorijo predvsem avtotrofne bakterije kot primarni producenti, ki s 
svojimi procesi omogočajo rast drugim mikroorganizmom s kemoorganotrofnim 
metabolizmom. Med jamskimi mikroorganizmi sicer prevladujejo predstavniki debel: 
Proteobacteria (z razredi Alphaproteobacteria, Betaproteobacteria, 
Gammaproteobacteria), Firmicutes in Actinobacteria (Barton in Jurado, 2007).  
  
2.5 METODOLOGIJA SEKVENCIRANJA NASLEDNJE GENERACIJE - NGS 
 
Leta 1944 je bila DNA prvič predstavljena kot osnovni genetski material, poznavanje 
zaporedja sekvence DNA je tako postalo eno glavnih orodij opisovanja živega  (Church in 
Gilbert, 1984; Liu in sod., 2012). Na področju mikrobne ekologije in opisovanja bakterijskih 
združb so pomemben preboj omogočili molekulski pristopi na podlagi analize genov za 16S 
rRNA, ki so premostili veliko večino težav mikrobnih analiz okoljskih vzorcev, povezanih 
s tradicionalnimi mikrobiološkimi pristopi (Muyzer in sod., 1993; Singleton in sod., 2001). 
Ti so tradicionalno temeljili na tehnikah izolacije mikrobov v čistih kulturah, ki zaradi 
dolgotrajnosti, predvsem pa dejstva, da je kultivabilen le majhen delež mikrobov v naravnih 
združbah, ne prikazujejo realne slike združb (Pickup, 1991). Kljub prednostimi v primerjavi 
s klasičnimi mikrbiološkimi pristopi, pa je analiza okoljskih mikrobnih združb po principu 
izdelave klonskih knjižnic omejena s količino analiziranih pomnožkov. Omenjeno 
pomanjkljivost v veliki meri odpravljajo novejše in zmogljivejše metagenomske metode, 
kakršna je metodologija sekvenciranja naslednje generacije (ang. »Next Generation 
Sequencing«) ali krajše NGS, ki omogočajo sočasno pomnoževanje in sekvenčno analizo 
velikega števila krajših segmentov dednine  (Salipante in sod., 2013).  
V primerjavi s konvencionalnim sekvenciranjem s sangerjevo metodo in detekcijo s 
fluorescenčno elektroforezo je NGS močno skrajšala čas obdelave vzorcev in stroške analize 
genomov, oziroma drugih večjih naborov sekvenc, kot so analize specifičnih regij genov, 
posameznih genov, eksoma ter sekvenciranje RNA (Reis-Filho, 2009). Razlikujemo več 
NGS-sistemov, ki se med seboj ločijo glede na princip zaznave zaporedja nukleinskih kislin. 
Prvi uspešni NGS-sistem je 454 Roche sekvenator, ki uporablja tehnologijo 
pirosekvenciranja (Voelkerding in sod., 2009). Namesto uporabe dideoksinukleotidov za 
ustavitev pomnoževanja komplemetarne verige, ta temelji na detekciji pirofosfata, ki se 
sprosti med dodajanjem posameznih nukleotidov ob podaljševanju komplementarne verige. 
Fragmenti preiskovane DNA-knjižnice z dodanimi specifičnimi zaporedji t. i. »454 
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adapterji« z denaturacijo oblikujejo enojne verige. Posamezne verige se vežejo na 
komplemetarne verige adapterja, ki so vezane na površino posameznih kroglic na katerih 
poteka pomnoževanje (ang. »amplification beads«) tako, da na posamezni kroglici ostane 
ujeta le po ena preiskovana veriga. Po dodatku mineralnega olja posamezne kroglice obdane 
z raztopino mešanice za PCR ločimo med seboj, s čimer se oblikuje PCR-emulzija (Berka 
in sod., 2004). V naslednjem koraku v vsakem vodnem mehurčku z ujeto kroglico poteče 
reakcija PCR, v kateri se na površini posamezne kroglice pomnožijo posamezne 
preiskovalne verige nukleotidov. Kroglice prenesemo v vdolbinice na pikotitrski ploščici, 
kjer jim postopno dodajamo posamezne dNTP-je (dATP, dGTP, dCTP, dTTP). Ob sintezi 
komplementarne verige preiskovane DNA se ob dodatku posamezne baze sprosti pirofosfat. 
ATP, ki se med tem sprostil, pa preoblikuje luciferin v oksiluciferin, ki generira vidno 
svetlobo, sproščeni signal pa zaznajo fotodetektorji (Froehlich, 2010). Prednost sistema 454 
Roche je njegova hitrost, pomakljivost pa so dragi reagenti in velika stopnja napak pri 
zaporedjih večjih dolžin (več kot 6bp) (Liu in sod., 2012). Drugi znani NGS-sistem je 
Illumina. Ta se od sistema 454 Roche razlikuje v protokolu sekvenciranja in dolžini prebrane 
informacije (ang. »readov«) (Luo in sod., 2012). Sistem Illumina prav tako temelji na branju 
preiskovane sekvence s sintezo komplementarne verige, razlika od sistema 454 Roche pa je 
v dodajanju nukleotidov označenih s fluorescenčnimi označevalci. Ti so specifični za vsak 
nukleotid, ob vezavi na pomnožene dele preiskovane verige pritrjene na površino 
akrilamidne plošče pa emitirajo svetlobo določene valovne dolžine. To v vsakem ciklu 
dodajanja nukleotidov zazna detektor, ki na podlagi izsevane svetlobe prepoznava dodane 
nukleotide za vsako preiskovano verigo. (Quail in sod., 2012). Tretji princip NGS-
tehnologije je Ion Torrent, ki prav tako kot 454 Roche temelji na tehnologiji 
pirosekvenciranja, ki pa se od slednjega razlikuje v načinu detekcije.  Ta namesto na zaznavi 
pirofosfata temelji na zaznavi sproščenih protonov (H⁺). Proces se odvija na 
polprevodniškem čipu, zato ne potrebuje laserjev, optike in dragih reagentov kot pri 
fluorescenčni metodi, kar bistveno zmanjšuje ceno analize (Ansorge in sod., 2017), za 
razliko od sistema Illumina pa ne omogoča branja daljših sekvenc. Kakovost pristopov je 
sicer primerljiva (Quail in sod., 2012; Salipante in sod., 2013; Loman in sod., 2012). 
Razumevanje bakterijske raznolikosti v različnih okoljih sta precej olajšala razvoj 
tehnologij, kot je NGS, in ustrezni bioinformatiski pristopi. Tovrstne metode omogočajo 
hitre in dostopne taksonomske, ekološke in fiziološke študije bakterijskih združb v naravnih 
okoljih, njihova osnova pa je učinkovita identifikacija in taksonomska opredelitev 
mikroorganizmov v združbi. Ta v primeru bakterij in arhej temelji na zaporedjih gena za 16S 
rRNA. Taksonomsko ločevanje na podlagi tega je mogoče zaradi razlik v njegovem 
zaporedju, ki so omejene na devet variabilnih regij (V1 – V9) in vsebujejo dovolj različnih 
sekvenc za natančno razločevanje oziroma klasifikacijo mikroorganizmov. Variabilne regije 
so v genu za 16S rRNA obdane z evolucijsko ohranjenimi regijami, kar omogoča nalaganje 
univerzalnih oligonukleotdnih začetnikov pred in za vsako izmed variabilnih regij ter 
njihovo pomenoževanje s PCR. V večini NGS pristopov sta tarči univerzalnih začetnikov 
ena do dve variabilni regiji, kar pa načeloma zadošča le identifikacijo bakterijske združbe 
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do nivoja višjih taksonomskih kategorij. Ker klasifikacija do nivoja vrste zahteva analizo 
večjega števila variabilnih regij gena za 16S rRNA, smo v nalogi uporabili sistem IonTorrent 
z naborom oligonukleotidnih začetnikov, ki pokrivajo sedem od devetih variabilnih regij 
16S rRNA gena. Ta v kombinaciji s programsko opremo Ion Reporter omogoča učinkovito 
razlikovanje posameznih bakterijskih taksonov do nivoja vrste (Sperling in sod., 2017). 
Protokol tovrstnega sekvenciranja vključuje izolacijo in čiščenje DNA vzorca mikrobne 
združbe ter pomnoževanje variabilnih regij v dveh ločenih multipleks reakcijah PCR. V prvi 
poteka pomnoževanje variabilnih regij 2, 4 in 8  in v drugi variabilnih regij 3, 6–7 in 9. 
Posamezne tako pridobljene pomnožke preko krajših adapterskih zaporedij nato pritrdimo 
na površino silicijevih kroglic, ter jih uporabimo kot matrico v emulzijski reakciji PCR. V 
njej posamezni pritrjen pomnožek namnožimo tako, da povsem prekrije kroglico. Te 
razporedimo v vdolbinice čipa v katerem ciklično menjavamo raztopine posameznih 
nukleotidov in na podlagi sproščenih protonov ob podaljševanju komplemetarne verige 
analiziramo zaporedja preiskovnih verig v vsaki vdolbinici. Sekvenčni podatki NGS-analize 
se avtomatično nalagajo v programsko orodje Ion Reporter, kjer poteka obdelava sekvenc. 
Ker se variabilne regije ne prekrivajo analiza genov poteka na način prileganja pridobljenih 
sekvenc variabilnim regijam v podatkovni zbirki Greengenes z zbranimi okoljskimi 
sekvencami 16S rRNA.  Program omogoča podrobno analizo pridobljenih sekvenčnih 
podatkov in njihovo vizualizacijo v obliki kronskih diagramov v katerih so deleži 
posameznih taksonov v preiskovani združbi lahko prikazani glede na vse ali le posamezne 
variabilne regije. 
Kljub dostopnosti različnih metodologij NGS smo se v študiji odločili za sistem IonTorrent 
z naborom oligonukleotidnih začetnikov, prilagojenih za analizo mikrobnih združb. Za 
razliko od ostalih dosedanjih študij kožnega mikrobioma dvoživk (Federici in sod., 2015; 
Walke in sod., 2015; Bletz in sod., 2017a,b,c), ki temeljijo na analizah posameznih 
variabilnih regiji, je prednost uporabljenega pristopa sekvenčna analiza sedmih od devetih 
variabilnih regij bakterijskih genov za 16S rRNA (Chakravorty in sod., 2007), ki omogoča 
natančnejšo opredelitev taksonomskih enot (načeloma do nivoja vrste) v primerjavi z 
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3 MATERIAL IN METODE 
 
Osnovni materiali so bili bakterijski DNA izolati s kože človeške ribice (sedem vzorcev) in 
izolat DNA iz 100 l filtrirane vode (en vzorec) odvzete na eni izmed lokacij vzorčenj 
močerilov (Planinska jama). DNA so s komercialno dostopnimi sterilnimi krtačkami s kože 
ribic odvzeli v predhodni študiji (Zakšek in sod., 2018). Odvzeti brisi so bili do izolacije 
DNA ustrezno shranjeni. Posode za odvzem vode smo predhodno temeljito očistili s 3 % 
hipokloritom in temeljito sprali z deionizirano vodo. Vzorec vode smo filtrirali skozi tri filtre 
(5 µm, 0,45 µm in 0,1 µm), ter iz njih izolirali DNA. Metagenomsko analizo vzorcev smo 
izvedli s sistemom Ion Torrent NGS (ang. »Next Generation Sequencing«). 
 
3.1  VZORČENJE  
 
Brisi s kože sedmih odraslih proteusov so bili odvzeti v letih 2015 in 2016 na petih lokacijah 
v Sloveniji. Imena vzorcev, koordinate lokalitet in podatki o živalih so prikazani v 
Preglednici 1. Osebke smo ujeli s pomočjo ročnih mrež. Brisi so bili odvzeti na mestu ulova 
proteusa s sterilnimi kračkami 4N6FLOQSwabs (Copan, Italija). Ob odvzemu vzorca smo s 
krtačkami obrisali lateralno, ventralno in dorzalno površino telesa ter površino stopal. Po 
odvzemu brisa so bile živali spuščene nazaj v okolje na mestu ulova. Vzorci so bili do analize 
shranjeni v zamrzovalniku pri –20 °C. Ulov in rokovanje z živalmi sta bila izvedena v skladu 
z dovoljenjem Agencije Republike Slovenije za okolje (Št. 35601–132/2014–4) (Zakšek in 
sod., 2018). 







(v ° SZŠ) 
Zemljepisna dolžina 





Pj-A-15 Planinska jama 17. 5. 2015 14,24566382 45,8198944 17 24,5 
Pj-A-16 Planinska jama 8. 8. 2016 14,24566382 45,8198944 23,5 25 
Pj-B Planinska jama 17. 5. 2015 14,24566382 45,8198944 27,5 26 
Vr Postojnska jama – 
Vilharjev rov 2. 9. 2016 
14,20728108 
45,79957036 21 23 
Bj Bobnova jama 8. 9. 2016 14,94481174 45,81039298 29 26 
JSR 
Jama sežanske 
Reke 27. 9. 2016 13,84883333 45,68288611 81 31 
Ob Obršec  22. 7. 2015 15,14747200 45,56925300 21,5 22,5 
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Slika 1: Lokacije vzorčenja sedmih preiskovanih proteusov s težo in dolžino posameznih osebkov. 
 
3.2  FILTRACIJA VODE IZ PLANINSKE JAME 
 
3.2.1 Material za filtracijo vode 
 
Za filtracijo vode je bil uporabljen naslednji material: 
– 100 l vode (Planinska jama); 
– jeklenka z dušikom (Messer, EM ISO 2503); 
– milipore posoda (Milipore corporation) in cevka; 
– stojalo za filter (žirafa); 
– imbus, vijaki, izvijač; 
– predfilter in filtri – 5 µm; 0,45 µm, 0,1 µm; 
– pinceta; 
– etanol (70 %); 
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3.2.2 Postopek filtracije vode 
 
Filtracijo vode smo izvedli v laboratorijih Oddelka za zootehniko Biotehniške fakultete 
Univerze v Ljubljani. 
Filtracijo smo izvedli s filtrirno enoto prikazano na Sliki 3. Osrednji del enote je filtrirna 
posoda v katero smo namestili filter in dolili vodo. Filtracija ja potekala ob nadtlaku, ki smo 
ga zagotavljali z dovajanjem dušika. V prvi filtraciji smo vodo filtrirali skozi filter z 
velikostjo por 5 µm, filtrat pa smo nato prefiltrirali še skozi filter z velikostjo por 0,45 µm 
in 0,1 µm. Do izolacije DNA smo filtre (prikazani na Sliki 4) shranili pri –80 °C. 
 
 
Slika 2: Vzorci vode iz Planinske jame namenjeni metagenomski analizi. 
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Slika 3: Potek filtracije vode iz Planinske jame. 
 
 
  Slika 4: Zbrani filtri po filtraciji vode iz Planinske jame. 
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3.3 IZOLACIJA BAKTERIJSKE DNA IZ FILTROV VODE 
 
Izolacijo bakterijske DNA iz filtrov vode smo izvedli na Oddelku za biologijo, Biotehniške 
fakulete, Univerze v Ljubljani. 
 
3.3.1  Material za izolacijo bakterijske DNA iz filtrov vode  
 
Za izolacijo bakterijske DNA iz filtrov vode smo uporabili komercialno dostopen izolacijski 
komplet »PowerSoil DNA Isolation Kit« (MO-BIO, ZDA), postopek pa je vseboval 
naslednje materiale: 
– filtre 5 µm, 0,45 µm, 0,1 µm; 
– plastično centrifugirko  za izvedbo homogenizacije; 
– suspenzijo silicijevih kroglic (ang. »bead suspension«); 
– namizno mešalo z nastavkom za centrifugirke MO BIO; 
– centrifugo; 
– 50 ml plastične centrifugirke z vstavljenim membranskim filtrom (ang. »spin filter 
tubes«); 
– 15 ml plastične cetrifugirke in 
– raztopine WD1, WD2, WD3, WD4, WD5.  
 
3.3.2  Postopek izolacije DNA iz vode 
 
Filtre smo vstavili v tri ločene centrifugirke za homogenizacijo (vsak filter v svojo 
centrifugirko) in dodali 4 ml suspenzije silicijevih kroglic. Centrifugirke smo stresali na 
namiznem mešalu 30 sekund. Nato smo smo dodali 500 ml raztopine WD1 in stresali pri 
največji hitrosti 10 minut. Po stresanju smo centrifugirke centrifugirali 1 minuto pri 2500 x 
g. Supernatant smo prenesli v novo 15 ml centrifugirko in dodali 600 µl raztopine WD2. 
Vsebino smo premešali  na mešalu (5 sekund) in 5 minut inkubrali pri 4 °C. Po inkubaciji 
smo vzorce centrifugirali 4 minute pri 2500 x g. Celoten volumen supernatanta smo prenesli 
v novo 15 ml centrifugirko in dodali 8 ml raztopine WD3. Vsebino smo stresali 5 sekund ter 
jo prelili v 50 ml centrifugirko z membranskm »spin« filtrom in jih centrifugirali 2 minuti 
pri 2500 x g. Na membrano vezano DNA smo sprali z 3 ml raztopine WD4 in 3-minutnim 
centrifuiranjem 2500 x g. Temu je sledilo ponovno 5-minutno centrifugiranje vzorcev pri 
enaki hitrosti kako bi na filtru ostala čista DNA brez nečistoč. Membranski filter s sprano 
DNA smo prestavili v novo 50 ml epruveto in eluirali na filter vezano DNA s 3 ml raztopine 
WD5. To smo dodali  na sredino membranskega filtra, centrifugirali 2 minuti pri 2500 x g. 
Prodan Y. Mikrobiota kože človeške ribice (Proteus anguinus). 16 
     Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2018  
 
 
Membranski filter smo odstranili ter vsebino (DNA) v centrifugirki shranili pri –20 °C do 
metagenomske analize. 
 
3.4  METAGENOMSKA ANALIZA VZORCEV 
 
DNA za metagenomsko analizo je bila izolirana že v predhodno opisanem postopku (Zakšek 
in sod., 2018), v katerem so iz krtačk z odvzetimi brisi kože dednino izolirali s kompletom 
»GenElute Mammalian Genomic DNA Miniprep” (SigmaAldrich, ZDA), kot smo prej 
opisali.  
Metagenomsko analizo vzorcev smo izvedli  v podjetju Omega d.o.o. (na naslovu 
Dolinškova ulica 8, 1000 Ljubljana). 
 
3.4.1  Material za metagenomsko analizo Ion torrent 
 
Material za metagenomsko analizo Ion torrent: 
– Ion 16S metagenomski komplet reagentov (ang. »Ion 16S Metagenomics kit«); 
– DNA izolati kože proteusa in DNA izolat prefiltrirane vode; 
– set 16S oligonukleotidnih začetnikov za regije V2-4-8 in V3-6, 7-9; 
– reakcijska mešanica za pomnoževanje okoljskih vzorcev;  
– DNA dilucijski pufer; 
– negativna kontrola (voda); 
– pozitivna kontrola (DNA E. coli); 
– Ion Express adapterji z barkodo; 
– dNTP-ji; 
– naprava za PCR ; 
– 70-% etanol; 
– 1,5 ml mikrocentrifugirke Eppendorf DNA LoBind; 
– PCR-mikrocentrifugirke; 
– 5X »End repair« pufer; 
– »End repair« encim; 
– Low TE pufer; 
– Agilent High Sensitivity DNA komplet reagentov; 
– Agencourt AMPure XP komplet reagentov; 
– komplet reagentov »Quant-iT dsDNA Assay«; 
– magnet DynaMag (za 1,5 ml centrifugirka Eppendorf); 
– magnet DynaMag (za PCR-centrifugirke); 
– voda brez nukleaz; 
– fluorometer Qubit 3.0; 
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– komplet reagentov »Ion PGM Hi-Q OT2«; 
– PGM (ang. Personal Genome Machine) Ion torrent; 
– Ion OneTouch 2;  
– bioanalizator Caliper, LifeSciences; 
– namizno mešalo, Mini Star; 
– pipete, ki so različnih velikosti, in nastavki. 
 
3.4.2  Postopek metagenomske analize 
 
3.4.2.1 Pomnoževanje 16S variabilnih regij 
 
Prvi korak analize je pripravljanje pomnožkov. Za vsakega izmed naših 8 vzorcev DNA smo 
pripravili 2 reakciji (eno za vsak set oligonukleotidnih začetnikov) vključno s pozitivno in 
negativno kontrolo s pomočjo kompleta reagentov 16S Ion Metagenomics. Reakcijska 
mešanica je vsebovala 15 µl okoljske zmesi (vsebuje Taq polimerazo, dNTP-je in barvo), 3 
µl 16S oligonukleotidnih začetnikov (1-krat V2-4-8 in 1-krat V3-6, 7-9) in 2 µl vzorca DNA. 
Mešanico smo pomnoževali v napravi za PCR po programu, ki je prikazan v Preglednici 2. 
 
Preglednica 2: Program za napravo za PCR pri pripravi pomnožkov za metagenomsko analizo. 
Faza Temperatura Čas 
Pražni cikel 95 °C 10 min 
25 ciklov 
95 °C 30 sek 
58 °C 30 sek 
72 °C 20 sek 
Pražni cikel 72 °C 7 min 
Pražni cikel 4 °C ∞ 
 
 
3.4.2.2 Čiščenje pomnožkov 
 
Pred čiščenjem pomnožkov smo preverili prisotnost PCR-pomnožkov ustrezne velikosti z 
bioanalizatorjjem Caliper (LabChipGX, Caliper Life Sciences, ZDA). Po potrjeni prisotnosti 
pomnožkov ustrezne dolžine smo združili pomnožke obeh PCR-mešanic posameznega 
vzorca (20 µl V2-4-8 in 20 µl V3-6, 7-9) ter ji dodali 72 µl Agencourt AM Pure XP reagenta, 
s katerim smo na pomnožke vezali magnetne kroglice ter premešali na namiznem mešalu. 
Mešanice smo 5 minut inkubirali pri sobni temperaturi (25 °C), ponovno premešali in jih 
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položili na magnet DynaMag za 3 minute. V tem času so magnetni delci s pomnožki ostali 
vezani v centrifugirki, supernatant z nečistočami pa smo odstranili. Pomnožke smo 
suspendirali v 300 µl 70-% etanola, inkubirali 30 sekund ter ponovili čišičenje na magnetu. 
Preostali pelet smo 4 minute sušili na sobni temperaturi. Po sušenju smo pelete 
resuspendirali v 15 µl vode brez nukleaz. Suspenzije vzorcev smo za  eno minuto ponovno 
položili na magnet in supernatante zraztopljeno DNA prenesli v nove 1,5 ml centrifugirke. 
 
3.4.2.3 Priprava knjižnice 
 
Pred pripravo knjižnice smo s kompletom reagentov DNA High Sensitivity preverili 








Slika 6: Očiščeni pomnožki  v posameznih vzorcih pred pripravo knjižnice pri metagenomski analizi. 
 
V naslednjem koraku smo zamešali 79 µl vsake mešanice z 20 µl 5X End repair pufra in 1 
µl End repair encima. Inkubirali smo 20 minut na sobni temperaturi in po inkubaciji v vsak 
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vzorec dodali 180 µl Agencourt AMPure XP, premešali in inkubirali na sobni temperaturi 
pet minut. Po inkubaciji smo plastenke položili na magnet za tri minute ter supernatant dali 
stran. Po tem smo v vzorce dodali 500 µl 70-% etanola in inkubirali 30 sekund ter 
supernatant odstranili. Zadnji korak smo še enkrat ponovili (drugo čiščenje) in sušili pelet 
na sobni temperaturi štiri minute. Vzorce smo odstranili z magneta in dodali 25 µl Low TE 
za resuspenzijo peleta. Vzorce smo položili na magnet in prenesli supernatant (raztopljeno 
DNA) v nove 1,5 ml centrifugirke. 
 
3.4.2.4 Vezava barkod 
 
V 0,2 ml PCR-centrifugirke smo zamešali nove mešanice. V vsako PCR-centrifugirko smo 
dodali 25 µl DNA, 10 µl 10X Ligase pufra, 2 µl Ion adapterja, 2 µl Ion Xpress barkodnih 
zaporedij, 2 µl mešanice z dNTP-ji, 49 µl vode brez nukleaz, 2 µl DNA ligaze in 8 µl Nick-
repair polimeraze. Centrifugirke smo prenesli v napravo za PCR in izvedli pomnoževanje 
po programu, ki je prikazan v Preglednici 3. 
 
Preglednica 3: Program za napravo za PCR pri vezavi barkod pri metagenomski analizi. 
Faza Temperatura Čas 
Pražni cikel 25 °C 15 min 
Pražni cikel 72 °C 5 min  
Pražni cikel 4 °C ∞ 
 
Po kočanem programu v napravi za PCR smo očistili vezane pomnožke po protokolu, ki je 
enak protokolu čiščenja PCR-pomnožkov pri pripravi knjižnice (razen dodajanja 5X End 
repair pufra). 
 
3.4.2.5 Določitev optimalne koncentracije knjižnic in njihovo čiščenje 
 
Optimalno koncentracijo knjižnic smo določili s pomočjo bioanalizatorja Caliper. 
Čiščenje knjižnic smo opravili po enakem protokolu kot pri pripravi knjižnice in vezavi 




Prodan Y. Mikrobiota kože človeške ribice (Proteus anguinus). 20 
     Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2018  
 
 
3.4.2.6 Priprava končnih vzorcev in sekvenciranje knjižnic 
 
Priprava končnih vzorcev je potekala s pomočjo Ion OneTouch sistema in komercialnega 
kompleta Ion PGM Hi-Q OT2.  
Sekvenciranje knjižnic je potekalo na čipu v aparaturi Ion Personal Genome Machine (Ion 
Torrent PGM, Termo Fisher Scientific, ZDA), ki je prikazan na Sliki 7. Po sekvenciranju 
knjižnic smo dobili podatke s pomočjo MicroSEQ 16S Reference Library v2013.1 in 
Greengenes v13.5 baze podatkov v obliki OTU (ang. Operational Taxonomic Unit). Podatke 
smo obdelali s programsko opremo Ion Reporter 5.2 (Thermo Fisher Scientific). Zaznane 




Slika 7: Naprava PGM (Ion Personal Genome Machine, Thermo Fisher Scientific). 
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4 REZULTATI Z RAZPRAVO 
 
Po metagenomski analizi sedmih variabilnih regij 16S rRNA gena smo pridobili 1.222.007 
uspešno prebranih sekvenc, v obsegu med 106.632 in 308.632 sekvencami na posamezen 
vzorec (Preglednica 4). Sekvence, ki se pojavljajo v manj kot desetih kopijah, je program za 
analizo vzorcev Ion Reporter opredelil kot nezadostno zastopane in samodejno izločil iz 
nadaljnje analize. Predhodne raziskave so namreč pokazale, da so tovrstne sekvence pri 
sistemih NGS praviloma posledica napak v sekvenciranju (Salipante in sod., 2013; Quail in 
sod., 2012; Loman in sod., 2012) in so glavni razlog navidezne diverzitete vzorcev (Kunin 
in sod., 2010; Mosher in sod., 2013; Siegwald in sod., 2017). Preostale sekvence je program 
na podlagi primerjave z znanimi zaporedji 16S rRNA v deponiranih podatkovnih zbirkah 
MicroSEQ 16S Reference in Greengenes dodelil ustreznim taksonomskim enotam 
(»bakterijskim taksonom dodeljene sekvence« v Preglednici 4). Sekvence, ki so bile v 
vzorcih sicer zastopane v zadostnem številu, a niso bile homologne sekvencam v bazah 
podatkov, so v Preglednici 4 prikazane kot »nedodeljene sekvence«. Ker odstotek teh, razen 
pri vzorci JSR ni presegal 0,1 % vseh uspešno prebranih sekvenc, nedodeljenih sekvenc v 
nadaljnjih obdelavah nismo upoštevali. 
 
Preglednica 4: Pregled uspešno prebranih , taksonom dodeljenih, preslabo zastopanih in taksonom 














Pj-A-15 134.664 70,31 29,61 0,08 
Pj-A-16 185.183 78,58 21,36 0,06 
Pj-B 111.303 72,96 27,01 0,03 
Vr 136.462 76,23 23,70 0,07 
Bj 118.268 74,61 25,30 0,09 
Ob 106.593 66,22 33,78 0,00 
JSR 308.632 68,64 29,99 1,37 
Pj-voda 120.902 49,27 50,05 0,68 
* - sekvence, ki se v vzorcih pojavljajo v manj kot desetih kopijah in smo jih zato izločili iz nadaljnje 
obdelave. 
 
S sekvenčno analizo variabilnih regij in njihovo dodelitvijo znanim bakterijskim taksonom 
smo v vzorcih prepoznali operativne taksonomske enote (OTU – ang. »Operational 
Taxonomic Unit«) na različnih taksonomskih nivojih. Te pripadajo 13 deblom, 33 razredom, 
64 redom, 121 družinam, 114 rodom in 138 bakterijskim vrstam. Bakteriom vzorca vode 
sestavljajo OTU, ki pripadajo 96 družinam, 62 rodovom in 53 vrstam. Bakteriomi vzorcev 
kože so bili manj raznoliki, ter obsegajo med 10 in 55 OTU na ravni družine. 
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4.1 BAKTERIJSKE SKUPINE POSAMEZNIH VZORCEV 
 
4.1.1 Vzorec vode iz Planinske jame (Pj-voda) 
 
Človeška ribica je prostoplavajoča dvoživka, ki pa večino časa preživi na dnu podzemnih 
vodotokov. Ker ni podatkov, da bi se zakopavala v podlago, smo bakteriom vzorca vode iz 
Planinske jame uporabili kot mikrobiološko ozadje kožnega bakterioma človeške ribice. V 
vodi (Slika 9) smo v različnih deležih zaznali enajst bakterijskih debel: Proteobacteria (56 
%), Actinobacteria (21 %), Acidobacteria (0,85 %), Firmicutes (0,8 %), Verrucomicrobia 
(2 %), Bacteroidetes (13 %), Gemmatimonadetes (0,5 %), Nitrospirae (0,2 %), 
Planctomycetes (4 %), Synergistetes (0,5 %) in Cyanobacteria (0,2 %). Dominantni 
proteobakterijski redovi so bili Burkohlderiales (23 %) z dominantno družino 
Comamonadaceae, Rhizobiales (18 %) z dominantno družino Methylobacteriaceae, 
Sphingomonadales (11 %) z dominantno družino Sphingomonadaceae in Pseudomonadales 
(13 %) z dominantno družino Moraxellaceae. Dominantni aktinobakterijski redovi so bili 
Actinomycetales (78 %) z družinami Kineosporiaceae, Intrasporangiaceae in 
Cellulomonadaceae ter Acidiomicrobiales (22 %) z družino Iamiaceae. V primerjavi s 
sorodnim študijami podzemnih vodotokov (De Mandal in sod., 2017) je sestava bakterijskih 
debel v naši študiji pričakovana. Odstopa le dominanca proeobakterij v vodotoku Planinske 
jame, kjer se v primerljivih študijah kot dominantno deblo pojavljajo aktinobakterije. Med 
kultivabilnimi sevi slovenskih jam (Mulec in sod., 2002) prevladujejo fluorescenčne 
pseudomonade, ki so v našem vzorcu vode zastopane z vrsto Pseudomonas savastanoi. 
Preglednica 5 prikazuje odstotke vseh družin, rodov in vrst v vzorcu vode iz Planinske jame. 
Odstotki predstavljao delež, ki ga zavzemajo posamezni taksoni v vodi. 
Preglednica 5: Seznam bakterijskih družin, rodov in vrst v vzorcu vode iz Planinske jame (Pj-voda). Deleži 
taksonov v posamezni taksonomski kategoriji so prikazani z odstotki. 
DRUŽINA % ROD % VRSTA % 
Patulibacteraceae 0,02 /  /  
Gloeobacteraceae 0,22 /  /  
Pseudomonadaceae 0,66 Pseudomonas 0,40 Pseudomonas savastanoi 0,02 
Legionellaceae 0,02 /  /  
Rhodospirillaceae 0,30 Azospirillum 0,10 /  
Rhizobiaceae 0,63 
Shinella 0,04 Shinella zoogloeoides 0,04 
Rhizobium 0,30 Rhizobium pusense 0,20 
Geobacteraceae 0,11 /  /  
Acanthopleuribacteraceae 0,05 /  /  
Verrucomicrobia subdivision 3 0,78 /  /  
Geodermatophilaceae 0,02 /  /  
Catenulisporaceae 0,12 /  /  
Chromatiaceae 0,04 Rheinheimera 0,04 Rheinheimera nanhaiensis 0,02 
Se nadaljuje 
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Nadaljevanje Preglednice 5: Seznam bakterijskih družin, rodov in vrst v vzorcu vode iz Planinske jame (Pj-
voda). Deleži taksonov v posamezni taksonomski kategoriji so prikazani z odstotki. 
DRUŽINA % ROD % VRSTA  % 
Methylophilaceae 5,16 
Methylotenera 3,00 Methylotenera mobilis 3,00 
Methylophilus 0,30 Methylophilus methylotrophus 0,30 
Alteromonadaceae 0,26 /  /  
Peptostreptococcaceae 0,09 /  /  
Sulfuricellaceae 0,12 /  /  
Nitrospiraceae 0,15 Nitrospira 0,10 Nitrospira cf. 0,05 
Verrucomicrobiaceae 0,07 Prosthecobacter 0,07   
Thermoanaerobacteraceae 0,39 /  /  
Chromobacteriaceae 0,07 /  /  
Gemmatimonadaceae 0,56 /  /  
Sphingomonadaceae 6,25 /  /  
Rhodobacteraceae 1,24 Pseudorhodobacter 0,20 
Pseudorhodobacter 
antarcticus 0,20 
Rhodobacter 0,40 Rhodobacter sp. 0,30 
Pseudonocardiaceae 0,73 /  /  
Bradyrhizobiaceae 0,56 
Bradyrhizobium 0,20 /  
Bosea 0,05 /  
Acidimicrobiaceae 0,05 /  /  
Cellulomonadaceae 2,67 /  /  
Burkholderiaceae 0,55 Polynucleobacter 0,40 
Polynucleobacter 
cosmopolitanus 0,03 
Polynucleobacter necessarius 0,10 
unclassified Burkholderiales 0,16 Aquincola 0,05 Aquincola tertiaricarbonis 0,05 
Motilibacteraceae 0,11 /  /  
Acidothermaceae 0,11 /  /  
Cyclobacteriaceae 0,06 Algoriphagus 0,06 /  
Rhodobiaceae 0,06 /  /  
Micromonosporaceae 0,11 /  /  
Brevibacteriaceae 1,12 /  /  
Oxalobacteraceae 0,50 /  /  
Phaselicystidaceae 0,11 /  /  
Microthrixaceae 0,02 /  /  
Moraxellaceae 6,48 
Perlucidibaca 0,02 Perlucidibaca piscinae 0,08 
Acinetobacter 0,10 /  




Polyangiaceae 0,03 /  /  
Kineosporiaceae 5,00 /  /  
Intrasporangiaceae 2,81 /  /  
Se nadaljuje 
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Nadaljevanje Preglednice 5: Seznam bakterijskih družin, rodov in vrst v vzorcu vode iz Planinske jame (Pj-
voda). Deleži taksonov v posamezni taksonomski kategoriji so prikazani z odstotki. 
DRUŽINA % ROD % VRSTA  % 
Methylococcaceae 1,88 
Methylobacter 1,00 Methylobacter tundripaludum 0,80 
Methylococcus 0,20 /  
Methylomonas 0,02 Methylomonas sp. 0,02 








Polaromonas 0,50 /  
Pseudorhodoferax 0,02 Pseudorhodoferax soli 0,02 
Variovorax 0,40 Variovorax paradoxus 0,30 
Rhodoferax 0,50 
Rhodoferax antarcticus 0,02 
Rhodoferax ferrireducens 0,40 
Rhodoferax sp. 0,10 
Hydrogenophaga 0,30 /  
Ramlibacter 0,06 /  
Xenophilus 0,30 Xenophilus aerolatus 0,30 
Limnohabitans 2,00 
Limnohabitans sp. 0,70 
Limnohabitans parvus 0,30 
Limnohabitans planktonicus 0,05 
Limnohabitans australis 0,03 
Curvibacter 1,00 
Curvibacter delicatus 1,00 
Curvibacter sp. 0,03 
Acidovorax 0,04 Acidovorax delafieldii 0,04 
Enterobacteriaceae 0,04 /  /  
Alcaligenaceae 0,92 Achromobacter 0,10 Achromobacter spanius 0,10 
Flavobacteriaceae 0,99 Flavobacterium 0,05 Flavobacterium terrigena 0,02 
Planctomycetaceae 4,07 
/  /  
Ferritrophicaceae 0,02 
/  /  
Desulfobacteraceae 0,02 
/  /  
Hydrogenophilaceae 0,65 Thiobacillus 0,40 /  
Neisseriaceae 0,68 
Iodobacter 0,03 Iodobacter arcticus 0,03 
Vogesella 0,60 Vogesella indigofera 0,07 
Nocardioidaceae 0,09 /  /  
Coxiellaceae 0,83 Rickettsiella 0,80 Rickettsiella symbiont 0,80 
Koribacteraceae 0,28 






Opitutaceae 0,95 Opitutus 0,70 Opitutus sp. 0,05 
Micrococcaceae 0,43 
/  /  
Phycisphaeraceae 0,29 
/  /  
Ruminococcaceae 0,03 
/  /  
Sinobacteraceae(Solimonadaceae) 0,06 
/  /  
Flammeovirgaceae 0,05 
/  /  
Rhodocyclaceae 0,80 Denitratisoma 0,10 
/  
Se nadaljuje 
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Nadaljevanje Preglednice 5: Seznam bakterijskih družin, rodov in vrst v vzorcu vode iz Planinske jame (Pj-
voda). Deleži taksonov v posamezni taksonomski kategoriji so prikazani z odstotki. 
DRUŽINA % ROD % VRSTA  % 
Prolixibacteraceae 0,20 
/  /  
Alcanivoracaceae 0,20 
/  /  
Helicobacteraceae 0,08 
/  /  
Chitinophagaceae 2,13 Sediminibacterium 2,00 Sediminibacterium sp. 0,09 











Pedobacter composti 0,80 
Pedobacter sp. 0,30 
Pedobacter ruber 0,20 
Sphingomonas 3,00 
Sphingomonas koreensis 0,60 




Sphingopyxis witflariensis 0,03 
Sphingopyxis bauzanensis 0,08 
Sphingopyxis ginsengisoli 0,05 
Sphingopyxis wooponensis 0,10 
Piscirickettsiaceae 0,06 Thiomicrospira 0,03 
/  








Brevundimonas aurantiaca 0,02 
Hyphomicrobiaceae 2,48 
Rhizomicrobium 0,40 /  
Hyphomicrobium 0,10 Hyphomicrobium sp. 0,07 
Marinilabiliaceae 0,16 
/  /  
Rickettsiaceae 0,02 
/  /  
Planococcaceae 0,27 
/  /  
Gaiellaceae 0,02 
/  /  
Aeromonadaceae 0,17 Aeromonas 0,02 
/  





Peredibacter 0,06 Peredibacter starrii 0,06 
Oceanospirillaceae 0,85 
/  /  
Holophagaceae 0,08 
/  /  
Mycobacteriaceae 0,34 Mycobacterium 0,30 
Mycobacterium sp. 0,20 
Mycobacterium 
petroleophilum 0,03 
Demequinaceae 0,02 /  /  
Se nadaljuje 
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Nadaljevanje Preglednice 5: Seznam bakterijskih družin, rodov in vrst v vzorcu vode iz Planinske jame (Pj-
voda). Deleži taksonov v posamezni taksonomski kategoriji so prikazani z odstotki. 
DRUŽINA % ROD % VRSTA  % 
Methylobacteriaceae 6,28 Methylobacterium 6,00 
Methylobacterium 
thiocyanatum 0,02 
Methylobacterium suomiense 0,10 
Syntrophaceae 0,09 
/  /  
Synergistaceae 0,02 
/  /  
Campylobacteraceae 0,03 
/  /  
Saprospiraceae 1,68 
/  /  
Xanthomonadaceae 2,94 





/  /  
Nitrosomonadaceae 0,99 
/  /  




Slika 9: Bakterijski profil vzorca vode iz Planinske jame (krona diagram). 
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4.1.2 Vzorec osebka A iz Planinske jame, ulovljenega v letu 2015 (Pj-A-2015) 
 
V vzorcu osebka A iz Planinske jame, ki je ulovljen leta 2015 (Pj-A-2015) (Slika 10) 
prevladujejo proteobakterije. Te predstavljajo  91 % vseh zaznanih bakterij. Sledijo 
aktinobakterije (Actinobacteria) s 5 %, bakteroidete (Bacteriodetes) s 3 % ter firmikuti 
(Firmicutes) z 1 % od skupnega števila bakterij. 91 % proteobakterij pripada razredu 
Alphaproteobacteria z dominantnima družinama Sphingomonadaceae (58 % 
alfaproteobakterij) in Bradyrhizobiaceae (35 % alfaprotebakterij). Preostanek 
alfaproteobakterij v vzorcu predstavlja družina Rickettsiales. Betaproteobakterije, ki 
predstavljajo 9 % proteobakterij so v vzorcu zastopane z družinami Alcaligenaceae, 
Burkholderiaceae in Comamonadaceae. Delež gamaproteobakterij je zanemarljiv. Deblo 
aktinobakterij predstavlja 5 % delež vseh zaznanih bakterij. V njej z 99 % prevladuje družina 
Microbacteriaceae, preostanek pa predstavlja družina Propionibacteriaceae. V deblu 
bakteroidet prevladuje družina Flavobacteriaceae, 5 % omenjenega debla pa predstavljajo 
Chytinophagaceae. Preglednica 6 prikazuje odstotke vseh družin, rodov in vrst, ki smo jih 
našli v vzorcu kože osebka A iz Planinske jame, ulovljenega leta 2015. 
Preglednica 6: Seznam bakterijskih družin, rodov in vrst v vzorcu s kože osebka A iz Planinske jame 
ulovljenega v letu 2015 (Pj-A-2015). Deleži taksonov v posamezni taksonomski kategoriji so prikazani z 
odstotki. 
DRUŽINA % ROD % VRSTA % 
Streptococcaceae 0,05 Streptococcus 0,05    
Sphingomonadaceae 48,00 
Sphingomonas 22,00 
Sphingomonas koreensis 0,05 
Sphingomonas echinoides 2,00 
Sphingopyxis 0,08 Sphingopyxis alaskensis 0,08 
Rhodobacteraceae 0,03 /  /   
Bradyrhizobiaceae 29,29 Bradyrhizobium 11,00 /   
Burkholderiaceae 1,01 Polynucleobacter 0,05 Polynucleobacter necessarius 0,05 
Rickettsiales genera 





Moraxellaceae 0,11 /  /   
Comamonadaceae 7,18 
Diaphorobacter 0,01 Diaphorobacter nitroreducens 0,01 
Limnohabitans 3,00 Limnohabitans planctonicus 0,80 
Acidovorax 0,90 Acidovorax sp. 0,70 
Comamonas 0,01 /   
Enterobacteriaceae 0,01 /  /   
Alcaligenaceae 0,26 Achromobacter 0,10 Achromobacter xylosoxidans 0,03 
Flavobacteriaceae 3,14 
Flavobacterium 0,10 /   
Chryseobacterium 0,90 /   
Propionibacteriaceae 0,06 Propionibacterium 0,06 Propionibacterium acnes 0,06 
Acetobacteraceae 0,20 /  /   
Chitinophagaceae 0,17 /  /   
Microbacteriaceae 5,26 Microbacterium 5,00 Microbacterium ginsengisoli 3,00 
Se nadaljuje 
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Nadaljevanje Preglednice 6: Seznam bakterijskih družin, rodov in vrst v vzorcu s kože osebka A iz Planinske 
jame ulovljenega v letu 2015 (Pj-A-2015). Deleži taksonov v posamezni taksonomski kategoriji so prikazani 
z odstotki. 
DRUŽINA % ROD % VRSTA % 
Rickettsiaceae 4,66 Rickettsia 1,00 
Rickettsia hoogstraalii 0,03 
Rickettsia endosymbiont 0,02 
Methylobacteriaceae 0,31 /   /   
 
 
Slika 10: Bakterijski profil v vzorcu s kože osebka A iz Planinske jame, ulovljenega v letu 2015 (Pj-A-2015) 
(krona diagram). 
 
4.1.3 Vzorec osebka A iz Planinske jame, ulovljenega v letu 2016 (Pj-A-2016) 
 
Iz slike 11 je vidno, da v vzorcu osebka A iz leta 2016 (Pj-A-2016) z 94 % deležem prav 
tako prevladujejo bakterije iz debla Proteobacteria. V preostalih 6 % pa so večinoma 
prisotne bakterije iz debla Actinobacteria z družinami Microbacteriaceae in 
Micrococcaceae, v manjšem deležu pa tudi bakterije iz debla Firmicutes (0,1 %) z družinami 
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Bacillaceae, Staphylococcaceae, Streptococcaceae in deblo Bacteroidetes (0,05 %) z 
družino Flavobacteriaceae. Dominanten proteobakterijski razred so alfaproteobakterije 
(Alphaproteobacteria), ki predstavljajo 97 % vseh proteobakterij. Alfaproteobakterije so 
zastopane z družinama Sphingomonadaceae in Bradyrhyzobiaceae, ki predstavljata 61 % 
oziroma 39 % omenjenega razreda. Razreda Betaproteobacteria z družinami 
Burkholderiaceae, Rhodocyclaceae in Comamonadaceae ter Gammaproteobacteria z 
družinama Pasteurellaceae in Moraxellaceae pa predstavljata vsak le po približno 1 % vseh 
proteobakterij v vzorcu. Preglednica 7 prikazuje odstotke vseh družin, rodov in vrst, ki smo 
jih našli v vzorcu s kože osebka A iz Planinske jame, ulovljenega leta 2016. 
Preglednica 7: Seznam bakterijskih družin, rodov in vrst v vzorcu s kože osebka A iz Planinske jame 
ulovljenega v letu 2016 (Pj-A-2016). Deleži taksonov v posamezni taksonomski kategoriji so prikazani z 
odstotki. 
DRUŽINA % ROD % VRSTA % 
Pasteurellaceae 1,03 
Haemophilus 0,90 
Haemophilus parainfluenzae 0,80 
Haemophilus sputorum 0,06 
Mannheimia 0,03 Mannheimia varigena 0,03 
Streptococcaceae 0,08 Streptococcus 0,08 /  
Sphingomonadaceae 55,78 
Sphingomonas 28,00 
Sphingomonas koreensis 0,04 
Sphingomonas echinoides 2,00 
Sphingopyxis 0,06 Sphingopyxis alaskensis 0,06 
Sphingobium 0,02 /  
Rhodobacteraceae 0,12 Paracoccus 0,10 Paracoccus yeei 0,05 
Bradyrhizobiaceae 35,77 
Bradyrhizobium 15,00 Bradyrhizobium elkanii 0,11 
Nitrobacter 0,02 Nitrobacter hamburgensis 0,02 
Burkholderiaceae 1,19 Cupriavidus   0,50 Cupriavidus necator 
  
0,10 
unclassified Burkholderiales 0,11 Tepidimonas 0,09 Tepidimonas taiwanensis 0,04 
Moraxellaceae 0,12 
Enhydrobacter 0,04 Enhydrobacter aerosaccus 0,04 
Acinetobacter 0,04 /  
Comamonadaceae 0,01 Diaphorobacter   0,01 Diaphorobacter nitroreducens   
0,01 
Alcaligenaceae 0,07 /  /  
Flavobacteriaceae 0,05 Chryseobacterium 0,05 /  
Actinomycetaceae 0,01 Actinomyces 0,01 Actinomyces weissii 0,01 
Propionibacteriaceae 0,02 Propionibacterium 0,02 Propionibacterium acnes 0,02 
Micrococcaceae 0,06 Rothia 0,06 Rothia mucilaginosa 0,06 
Bacillaceae 0,01 /  /  
Rhodocyclaceae 0,02 /  /  
Microbacteriaceae 6,00 Microbacterium   6,00 Microbacterium ginsengisoli 
  
3,00 
Staphylococcaceae 0,02 Staphylococcus 0,02 /  
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Slika 11: Bakterijski profil v vzorcu s kože osebka A iz Planinske jame, ulovljenega v letu 2016 (Pj-A-2016) 
(krona diagram). 
 
4.1.4 Vzorec osebka B iz Planinske jame, ulovljenega v letu 2015 (Pj-B-2015) 
 
V vzorcu osebka B (Pj-B-2015) (Slika 12) ponovno prevladujejo proteobakterije (95 %), 
preostanek pa predstavljajo aktinobakterije (5 %), medtem ko je delež ostalih debel v vzorcu 
zanemarljiv. Razred Alphaproteobacteria ponovno predstavlja veliko večino proteobakterij 
(99 %), v njem pa v približno enakih deležih prevladujeta družini Bradyrhizobiaceae (56 %) 
in Sphingomonadaceae (43 %). Betaproteobakterije z družinam Burkohlderiaceae, 
Comamonadaceae in Methylophilaceae predstavljajo le 1 % proteobakterij v vzorcu. Med 
aktinobakterijami pa z veliko večino prevladujejo Microbacteriaceae. Preglednica 8 
prikazuje odstotke vseh družin, rodov in vrst, ki smo jih našli v vzorcu s kože osebka B iz 
Planinske jame.  
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Preglednica 8: Seznam bakterijskih družin, rodov in vrst v vzorcu s kože osebka B iz Planinske jame 
ulovljenega v letu 2015 (Pj-B-2015). Deleži taksonov v posamezni taksonomski kategoriji so prikazani z 
odstotki. 
DRUŽINA % ROD % VRSTA % 
Alteromonadaceae 0,01 /   /   
Streptococcaceae 0,01 Streptococcus 0,01 /   
Sphingomonadaceae 39,19 
Sphingomonas 20,00 Sphingomonas echinoides 2,00 
Sphingopyxis 0,06 Sphingopyxis alaskensis 0,03 
Bradyrhizobiaceae 55,18 Bradyrhizobium 23,00 /   
Burkholderiaceae 0,86 Cupriavidus 0,50 Cupriavidus necator 0,20 
Kineosporiaceae 0,02 /  /   
Comamonadaceae 0,03 Limnohabitans 0,03 Limnohabitans sp. 0,03 
Flavobacteriaceae 0,04 /  /   
Microbacteriaceae 4,58 Microbacterium 5,00 Microbacterium ginsengisoli 3,00 
Synergistaceae 0,08 /   /   
 
 
Slika 12: Bakterijski profil v vzorcu s kože osebka B iz Planinske jame, ulovljenega v letu 2015 (Pj-B-2015) 
(krona diagram). 
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4.1.5 Vzorec osebka iz Postojnske jame - Vilharjeva rova (Vr) 
 
V vzorcu Vr iz Postojnske jame (Slika 13) s 94 % ponovno krepko prevladuje deblo 
Proteobacteria (94 %), v katerem razred Alphaproteobacteria predstavlja kar 99 %. Glavni 
družini razreda Alphaproteobacteria sta Bradyrhizobiaceae in Sphingomonadaceae, ki sta 
ponovno zastopani v približno enakih deležih. Preostali 1 % proteobakterij predstavljajo 
betaproteobakterije  s prevladujočo družino Burkholderiaceae in manjšim deležem družine 
Comamonadaceae. Deblo Actinobacteria je v vzorcu prisotno v deležu od 5 %, kjer se 
nahajata družini Microbacteriaceae v večjem in Propionibacteriaceae v manjšem odstotku. 
Preostala debla, kot so Firmicutes in Verrucomicrobia predstavljajo manj kot 0,2 % vseh 
zaznanih bakterij v vzorcu. Preglednica 9 prikazuje odstotke vseh družin, rodov in vrst, ki 
smo jih našli v vzorcu s kože osebka iz Vilharjeva rova (Postojnske jame).  
Preglednica 9: Seznam bakterijskih družin, rodov in vrst v vzorcu s kože osebka iz Vilharjeva rova (Vr). 
Deleži taksonov v posamezni taksonomski kategoriji so prikazani z odstotki. 
DRUŽINA  % ROD % VRSTA % 
Streptococcaceae 0,01 Streptococcus 0,01 /   
Sphingomonadaceae 45,51 
Sphingopyxis 0,06 Sphingopyxis alaskensis 0,06 
Sphingomonas 23,00 
Sphingomonas koreensis 0,02 
Sphingomonas echinoides 2,00 
Bradyrhizobiaceae 48,04 
Nitrobacter 0,02 Nitrobacter hamburgensis 0,02 
Bradyrhizobium 21,00 /   
Burkholderiaceae 0,83 Cupriavidus 0,50 Cupriavidus necator 0,20 
Comamonadaceae 0,01 Pelomonas 0,01 /   
Enterobacteriaceae 0,09 Serratia 0,01 Serratia sp. 0,01 
Flavobacteriaceae 0,06 Flavobacterium 0,01 Flavobacterium araucananum 0,01 
Propionibacteriaceae 0,02 Propionibacterium 0,02 Propionibacterium acnes 0,02 
Opitutaceae 0,13 /  /   
Microbacteriaceae 5,30 Microbacterium 5,00 Microbacterium ginsengisoli 3,00 
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Slika 13: Bakterijski profil v vzorcu s kože osebka iz Vilharjeva rova (Vr) (krona diagram). 
 
4.1.6 Vzorec osebka iz Bobnove jame (Bj) 
 
Kljub temu, da gre za povsem drugo porečje, je razmerje in zastopanost bakterijskih tasonov 
tudi v primeru Bobnove jame izredno primerljivo vzorcem kožnega bakterioma živali 
postonjsko-planinskega vodnega sistema (vzorci Pj-A-15, Pj-A-16, Pj-B in Vr) (Slika 14). 
ponovno izrazito prevladujejo  alfaproteobakterije z družinama Bradyrhizobiaceae in 
Sphingomonadaceae. Betaproteobakterije z družinami Burkholderiaceae in 
Oxalobacteriaceae predstavljajo le 1 % preostalih proteobakterij. Aktinobakterije z izrazito 
prevladujočo družino Microbacteriaceae predstaljajo 5 %, zastopanost preostalih debel pa 
je ponovno zanemarljiva. Preglednica 10 prikazuje odstotke vseh družin, rodov in vrst, ki 
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Preglednica 10: Seznam bakterijskih družin, rodov in vrst v vzorcu s kože osebka iz Bobnove jame (Bj). 
Deleži taksonov v posamezni taksonomski kategoriji so prikazani z odstotki. 
DRUŽINA  % ROD % VRSTA % 
Streptococcaceae 0,04 Streptococcus 0,04 /   
Sphingomonadaceae 40,22 
Novosphingobium 0,04 Novosphingobium sediminicola 0,04 
Sphingomonas 19,00 
Sphingomonas koreensis 0,10 
Sphingomonas echinoides 1,00 
Sphingopyxis 0,04 Sphingopyxis alaskensis 0,04 
Rhodobacteraceae 0,02 Paracoccus 0,02 /   
Bradyrhizobiaceae 53,68 Bradyrhizobium 23,00 /   
Burkholderiaceae 0,76 Cupriavidus 0,40 Cupriavidus necator 0,10 
Oxalobacteraceae 0,31 Janthinobacterium 0,30 Janthinobacterium sp. 0,30 
Moraxellaceae 0,24 
Acinetobacter 0,04 Acinetobacter lwoffii 0,04 
Moraxella 0,06 Moraxella osloensis 0,06 
Enhydrobacter 0,01 Enhydrobacter aerosaccus 0,01 
Flavobacteriaceae 0,03 Flavobacterium 0,02 /   
Propionibacteriaceae 0,01 Propionibacterium 0,01 Propionibacterium acnes 0,01 
Acetobacteraceae 0,01 Roseomonas 0,01 Roseomonas mucosa 0,01 
Microbacteriaceae 4,60 Microbacterium 5,00 Microbacterium ginsengisoli 3,00 
Caulobacteraceae 0,04 /  /   
Aeromonadaceae 0,03 Tolumonas 0,03 Tolumonas auensis 0,01 
Staphylococcaceae 0,01 Staphylococcus 0,01 /   
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Slika 14: Bakterijski profil v vzorcu s kože osebka iz Bobnove jame (Bj) (krona diagram). 
 
4.1.7 Vzorec osebka iz Obršca (Ob) 
 
Sestava bakterioma kože črnega močerila (Vzorec Ob) (Slika 15) izrazito izstopa od ostalih 
vzorcev. V njem so prostne le proteobakterije, med katerimi pa večino (94 %) predstavljajo 
gamaproteobakterije. Med slednjimi prevladujejo Enterobacteriaceae z 92 % ter 
Aeromonadaceae z 2 %. Preostalih 6 % proteobakterij predstavljajo v ostalih vzorcih sicer 
dominantne alfaproteobakterije, pri katerih v približno enakih deležih ponovno prevladujeta 
družini Sphingomonadaceae in Bradyrhizobiaceae. Preglednica 11 prikazuje odstotke vseh 
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Preglednica 11: Seznam bakterijskih družin, rodov in vrst v vzorcu s kože osebka iz Obršca (Ob). Deleži 
taksonov v posamezni taksonomski kategoriji so prikazani z odstotki. 
DRUŽINA % ROD % VRSTA % 
Sphingomonadaceae 3,49 Sphingomonas 2,00 Sphingomonas echinoides 0,10 
Bradyrhizobiaceae 2,28 Bradyrhizobium 0,90 /  
Burkholderiaceae 0,07 Cupriavidus 0,03 Cupriavidus necator 0,02 
Moraxellaceae 0,28 Acinetobacter 0,30 
Acinetobacter ursingii 0,02 
Acinetobacter calcoaceticus 0,20 
Enterobacteriaceae 85,80 
Budvicia 0,02 Budvicia aquatica 0,02 
Obesumbacterium 2,00 Obesumbacterium proteus 2,00 
Klebsiella 0,10 Klebsiella oxytoca 0,10 
Hafnia 5,00 Hafnia paralvei 5,00 
Escherichia 0,02 Escherichia vulneris 0,02 
Serratia 0,10 
Serratia quinivorans 0,02 
Serratia grimesii 0,10 
Pantoea 0,04 Pantoea agglomerans 0,04 
Raoultella 0,70 
Raoultella terrigena 0,01 
Raoultella planticola 0,05 
Raoultella ornithinolytica 0,20 
Providencia 0,20 Providencia stuartii 0,03 
Cronobacter 0,02 /  
Citrobacter 6,00 
Citrobacter gillenii 4,00 
Citrobacter murliniae 0,10 
Citrobacter werkmanii 0,20 
Citrobacter amalonaticus 0,03 
Citrobacter freundii 0,50 
Enterobacter 0,50 
Enterobacter nimipressuralis 0,06 
Enterobacter hormaechei 0,02 
Enterobacter amnigenus 0,10 
Enterobacter kobei 0,20 
Enterobacter ludwigii 0,02 
Enterobacter sacchari 0,02 
Enterobacter sp. 0,10 
Buttiauxella 0,40 Buttiauxella gaviniae 0,06 
Kluyvera 0,20 Kluyvera intermedia 0,10 
Coxiellaceae 0,22 Rickettsiella 0,20 Rickettsiella symbiont 0,20 
Microbacteriaceae 0,35 Microbacterium 0,30 Microbacterium ginsengisoli 0,20 
Aeromonadaceae 7,20 Aeromonas 7,00 
Aeromonas sobria 0,70 
Aeromonas sp. 0,03 
Aeromonas fluvialis 0,20 
Aeromonas jandaei 0,20 
Aeromonas hydrophila 0,02 
Fusobacteriaceae 0,14 Cetobacterium 0,10 Cetobacterium somerae 0,04 
unclassified 
Gammaproteobacteria 0,17 Gallaecimonas 0,20 Gallaecimonas xiamenensis 0,20 
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Slika 15: Bakterijski profil v vzorcu osebka iz Obršca (Ob) (krona diagram). 
 
4.1.8 Vzorec osebka iz Jame Sežanske Reke (JSR) 
 
Največjo raznolikost bakterijske združbe smo opazili na koži osebka iz Sežanske Reke (Slika 
16). V njem s 75 % prevladujejo proteobakterije. Med njimi s 57 % prevladujejo 
betaproteobakterije z dominantnima družinama Burkholderiaceae in Oxalobacteriaceae. 
Med alfaproteobakterijami, ki predstavljajo 41 % proteobakterij, ponovno uravnoteženo 
prevladujeta družini Sphingomonadaceae in Bradyrhizobiaceae. Gamaproteobakterije 
predstavljajo 2 % proteobakterij. Ostala v vzorcu zaznana debla so bakteroidete (9 %) z 
dominantno družino Flavobacteriaceae, aktinobakterije (3 %) z družino Microbacteriaceae 
in deblo Chloroflexi (5 %) z družino Ardenticatenaceae. Preostalih 8 % bakterij pa je 
razvrščenih v debla Verrucomicrobia, Cyanobacteria, Firmicutes, Nitrospirae, Tenericutes 
in Planctomycetes. Preglednica 12 prikazuje odstotke vseh družin, rodov in vrst, ki smo jih 
našli v vzorcu s kože osebka iz Jame Sežanske Reke.  
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Preglednica 12: Seznam bakterijskih družin, rodov in vrst v vzorcu s kože osebka iz Jame Sežanske Reke 
(JSR). Deleži taksonov v posamezni taksonomski kategoriji so prikazani z odstotki. 
DRUŽINA % ROD % VRSTA % 
Pseudomonadaceae 0,01 Rhizobacter 0,01 Rhizobacter fulvus 0,01 
Sphaerobacteraceae 0,07 /  
/  
Halomonadaceae 0,01 /  
/  
Rhizobiaceae 0,06 Rhizobium 0,06 Rhizobium sp. 0,06 
Mycoplasmataceae 0,02 
/  /  
Geobacteraceae 0,01 
/  /  
Chromatiaceae 0,01 
/  /  
Methylophilaceae 0,01 Methylotenera 0,01 Methylotenera mobilis 0,01 
Alteromonadaceae 0,01 
/  /  
Nostocaceae 0,05 
/  /  
Nitrospiraceae 0,23 Nitrospira 0,20 Nitrospira cf. 0,07 
Thermoanaerobacteraceae 0,01 
/  /  
Chromobacteriaceae 0,01 
/  /  





Sphingomonas 10,00 Sphingomonas echinoides 1,00 
Hyphomonadaceae 0,02 /  /  
Rhodobacteraceae 1,01 
Paracoccus 0,90 
Paracoccus yeei 0,10 
Paracoccus sphaerophysae 0,01 
Paracoccus marinus 0,02 
Paracoccus sp. 0,20 
Paracoccus tibetensis 0,40 
Paracoccus denitrificans 0,01 
Rhodobacter 0,02 Rhodobacter veldkampii 0,02 
Bradyrhizobiaceae 10,80 Bradyrhizobium 4,00 /  
Burkholderiaceae 31,73 Cupriavidus 0,20 Cupriavidus necator 0,07 
Oxalobacteraceae 11,90 
/  /  
Microthrixaceae 0,01 
/  /  
Moraxellaceae 0,96 
Perlucidibaca 0,05 Perlucidibaca piscinae 0,05 
Acinetobacter 0,50 
Acinetobacter johnsonii 0,01 
Acinetobacter lwoffii 0,40 
Enhydrobacter 0,02 Enhydrobacter aerosaccus 0,01 
Moraxella 0,03 Moraxella osloensis 0,03 
Paraperlucidibaca 0,01 Paraperlucidibaca wandonensis 0,01 





Methylosarcina 0,01 Methylosarcina lacus 0,01 
Methyloglobulus 0,05 Methyloglobulus morosus 0,01 
Methylobacter 0,04 Methylobacter tundripaludum 0,03 
Methylovulum 0,01 /  
Se nadaljuje 
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Nadaljevanje Preglednice 12: Seznam bakterijskih družin, rodov in vrst v vzorcu s kože osebka iz Jame 
Sežanske Reke (JSR). Deleži taksonov v posamezni taksonomski kategoriji so prikazani z odstotki. 
DRUŽINA % ROD % VRSTA % 
Alcaligenaceae 0,03 /  /  
Flavobacteriaceae 9,51 
Flavobacterium 5,00 
Flavobacterium nitratireducens 0,01 
Flavobacterium frigidarium 0,60 
Flavobacterium saliperosum 0,02 
Flavobacterium araucananum 3,00 
Chryseobacterium 0,01 Chryseobacterium hominis 0,01 
Planctomycetaceae 0,02 
/  /  
Aurantimonadaceae 0,01 
/  /  
Desulfobacteraceae 0,01 
/  /  
Propionibacteriaceae 0,14 Propionibacterium 0,10 
Propionibacterium acnes 0,08 
Propionibacterium granulosum 0,06 
[Leptospirillaceae] 0,05 
/  /  
Opitutaceae 5,74 
/  /  
Micrococcaceae 0,01 Micrococcus 0,01 
/  
Phycisphaeraceae 0,01 /  
/  
Sinobacteraceae 
(Solimonadaceae) 0,01 Povalibacter 0,01 Povalibacter uvarum 0,01 
Acetobacteraceae 0,01 Roseomonas 0,01 Roseomonas mucosa 0,01 
Rhodocyclaceae 0,02 
/  /  
Alcanivoracaceae 0,02 
/  /  
Ardenticatenaceae 5,25 
/  /  
Iamiaceae 0,01 
/  /  
Microbacteriaceae 2,40 Microbacterium 2,00 Microbacterium ginsengisoli 1,00 
Caulobacteraceae 0,33 Brevundimonas 0,30 /  
Hyphomicrobiaceae 0,02 





Staphylococcaceae 0,01 Staphylococcus 0,01 
/  
Corynebacteriaceae 0,01 Corynebacterium 0,01 
/  
Bartonellaceae 0,02 
/  /  
Ardenscatenaceae 0,01 
/  /  
Pseudanabaenaceae 0,01 
/  /  
Oscillochloridaceae 0,15 
/  /  
Xanthomonadaceae 0,02 
Stenotrophomonas 0,01 Stenotrophomonas humi 0,01 
Arenimonas 0,01 
/  
Nitrosomonadaceae 0,01 /  
/  
Crenotrichaceae 0,16 Crenothrix 0,01 
/  
Dietziaceae 0,01 Dietzia 0,01 
/  
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Slika 16: Bakterijski profil v vzorcu osebka iz Jame Sežanske Reke (JSR) (krona diagram). 
 
4.2 MEDSEBOJNA PRIMERJAVA SESTAVE KOŽNIH BAKTERIOMOV IN 
VODNEGA OKOLJA 
 
Primerjava kožnih mikrobiomov človeških ribic je pokazala, da v šestih od sedmih vzorcev  
izrazito prevladuje 5 OTU, ki se v vzorcih pojavljajo v različnih abundancah (Preglednica 
13). Družina Sphingomonadaceae se pojavlja v razponu od 18,58 do 55,78 %, 
Bradyrhizobiaceae od 10,8 do 55,18 %, rod Microbacterium od 2,4 do 5,53 %, družina 
Burkholderiaceae 0,76 do 31,73 % in družina Flavobacteriaceae, od 0,05 do 9,51 %. Ti 
taksoni predstavljajo med 73,02 in 99,88 % kožnega mikrobioma pri vseh preiskanih 
proteusih, razen pri črni podvrsti, kjer predstavljajo le 9,22 %. Pri črni podvrsti perostali 
kožni bakteriom nadomešča družina Enterobaceriaceae (85,5 %) in rod Aeromonas (7,20 
%). Pri ostalih vzorcih kože, pa so poleg prevladujočih OTU v različnih deležih prisotne tudi 
družine Flavobacteriaceae, Oxalobacteriaceae, Opitutaceae, Ardenticatenaceae, 
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Rickettsiaceae in Comamonadaceae. Vse štiri v koži prevladujoče OTU smo našli tudi v 
vodi, kjer predstavljajo 6,19 % bakterioma. 
 
Preglednica 13: Relativna abundanca najpogostejših bakterijskih taksonov na koži sedmih človeških ribic in 
v vodi. 
Družina Pj-voda Pj-A-2015 Pj-A-2016 Pj-B-2015 Vr Bj JSR Ob 
Sphingomonadaceae 6,25 48 55,78 39,19 45,51 40,22 18,58 3,49 
Bradyrhizobiaceae 0,56 29,29 35,77 55,18 48,04 53,68 10,8 2,28 
 Microbacterium 1,86 5,26 5,53 4,58 5,30 4,60 2,40 0,35 
Burkholderiaceae 0,55 1,01 1,19 0,86 0,83 0,76 31,73 0,07 
Flavobacteriaceae 0,99 3,14 0,05 0,04 0,06 0,03 9,51 0 
Comamonadaceae 10,76 7,18 0,01 0,03 0,01 0 0 0 
Oxalobacteraceae 0,50 0 0 0 0 0,31 11,90 0 
Opitutaceae 0,95 0 0 0 0,13 0 5,74 0 
Ardenticatenaceae 0 0 0 0 0 0 5,25 0 
Enterobacteriaceae 0,04 0,01 0 0 0,09 0 0 85,80 
Aeromonadaceae 0,17 0 0 0 0 0,03 0 7,20 
 
Zaradi dostopnosti in številčnosti populacije človeških ribic v Planinski jami smo Pivški 
rokav slednje izbrali za mesto (I) analize dinamike kožnega bakterioma istega osebka v dveh 
zaporednih letih, (II) analize variabilnosti kožnih bakteriomov osebkov istega vzorčnega 
mesta in (III) primerjave kožnega bakterioma proteusov z bakteriomom vodnega okolja. 
Z namenom analize dinamike kožnega bakterioma istega osebka smo izbranemu osebku (A) 
odvzeli kožni bris v letih 2015 (vzorec Pj-A-2015) in 2016 (vzorec Pj-A-2016). Primerjava 
obeh je pokazala visoko stopnjo prekrivanja sestave in deležev bakterijskih taksonov (Slika 
17, Preglednica 13). V bakteriomih obeh vzorcev v primerljivih deležih prevladujejo taksoni 
Sphingomonadaceae, Bradyrhizobiaceae, Burkholderiaceae, Microbacterium in 
Burkholderiaceae, ki v vzorcih predstavljajo 83,56 % (Pj-A-2015) oziroma 98,27 % (Pj-A-
2016) vseh taksonov. Družini Sphingomonadaceae in Bradyrhizobiaceae v obeh vzorcih s 
77,29 % in 91,55 % predstavljata največja deleža. S približno petimi in enim odstotkom jima 
v obeh vzorih sledita rod Microbacterium in družina Burkholderiaceae. Izrazitejša razlika v 
vzorcih zaporednih let je v prisotnosti družin Flavobacteriaceae in Comamonadaceae, ki v 
primeru vzorca Pj-A-2015 predstavljata 3,14 in 7,18 %, v vzorcu Pj-A-2016 pa je njuna 
prisotnost komaj zaznavna. Podobno velja za družino Rickettsiaceae, ki v vzorcu Pj-A-2015 
predstavlja 4,66 %, ter nekatere druge v omenjenem vzorcu mnogo šibkeje zastopane 
družine (Enterobacteriaceae, Acetobacteriaceae, Chitinophageaceae in 
Methylobacteriaceae), ki jih v vzorcu iz leta 2016 nismo zasledili. Družine Pasteurellaceae, 
Actinomycetaceae, Micrococcaceae, Bacillaceae, Rhodocyclaceae in Staphylococcaeae pa 
se v sledovih pojavljajo le pri vzorcu kože iz leta 2016, medtem ko jih v vzorcih iz leta 2015 
ni. Primerjava bakterijske združbe kože istega osebka v dveh zaporednih letih kaže tako na 
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ohranjenost prevladujočih taksonov kot tudi na časovno dinamiko manjšega dela kožnega 
bakterioma človeške ribice. Ker je slednja lahko bodisi posledica sprememb mikrobioma 
okolja bodisi interakcij med kožnimi bakterijami bodisi fiziološkega stanja gostitelja, pa 
ustrezno podprte razlage dinamike kožnega bakterioma proteusa z našimi rezultati žal ne 
moremo podati. 
Variabilnost kožnih bakteriomov med posameznimi osebki smo izvedli s primerjavo vzorcev 
bakteriomov kože dveh osebkov iz istega vzorčnega mesta (vzorca Pj-A-2015 in Pj-B-2015). 
Ta je presenetljivo pokazala največjo podobnost vzorca drugega osebka Pj-B-2015 in vzorca 
prvega osebka, odvzetega v letu 2016 (Pj-A-2016), ki se med seboj razlikujeta le v deležih 
prevladujočih družin Sphingomonadaceae in Bradyrhizobiaceae, medtem ko so razlike med 
ostalimi taksoni v omenjenih vzorcih skoraj zanemarljive  (Preglednica 13, Slika 17). 
Posledično so razlike med primerjanima vzorcema dveh osebkov (vzorca Pj-A-2015 in Pj-
B-2015) enake kot razlike med zaporednima letoma istega osebka (Pj-A-2015 in Pj-A-2016), 
kar močno zmanjšuje verjetnost odvisnosti sestave kožnega bakterioma od okoljskih 
dejavnikov in nakazuje prisotnost normalne kožne mikrobiote. To predstavljajo taksoni 
Sphingomonadaceae, Bradyrhizobiaceae, Microbacterium, Burkholderiaceae in 
Flavobacteriaceae, ki se v že opisanih deležih pojavljajo v vseh primerjanih vzorcih iz 
Planinske jame. Glede na majhno število vzorcev opaženo konstantno prisotnost omenjenih 
taksonov težko opredeljujemo kot normalno kožno mikrobioto celotnih populacij proteusov 
ali celo vrste, kljub temu pa zaradi praktičnosti navajanja prevladujoče kožne taksone v 
nadaljnjem besedilu navajamo kot »normalna kožna mikrobiota proteusa«. 
Primerjava bakterioma vodnega okolja Planinske jame, v katerem so bili odvzeti doslej 
omenjeni vzorci kože (Pj-A-2015, Pj-A-2016 in Pj-B-2015) pa je pokazala, da je raznolikost 
kožnega bakterioma bistveno nižja od raznolikosti bakterioma vodnega okolja (Preglednica 
13, Slika 17), vsi v koži proteusov zaznani bakterijski taksoni pa so prisotni tudi v vodnem 
vzorcu. Slednje potrjuje za dvoživke tudi sicer večkrat opisan eksogeni izvor kožne 
mikrobiote (McKenzie in sod., 2012; Fitzpatrick in sod., 2014) ter odsotnost specifične 
avtohtone mikrobiote, ki je sicer značilna za tesne asociacije bakterij in gostiteljskih tkiv 
(Naik in sod., 2012). Poleg tega izrazito manjša diverziteta kožnega bakterioma v primerjavi 
z vodnim okoljem kaže na selekcijski pritisk kožnega okolja človeških ribic. Kljub temu da 
sestava izločkov kožnih žlez proteusa, kot so sluzne žleze in Leidigove celice, ni natančno 
poznana (Istenič in Bulog, 1984), pa je tudi v primeru proteusa s precejšnjo verjetnostjo 
pričakovati prisotnost protimikrobnih peptidov, značilnih za dvoživke (Woodhams in sod., 
2006; Daum in sod., 2012). Z njimi zavirajo rast večine bakerijskih skupin v okolju, s čimer 
favorizirajo uspevanje določenih bakterijskih taksonov, ki so v okolju dvoživk sicer redki 
(Walke in sod., 2014). Slednji tako uspešno kolonizirajo površino kože in predstavljajo 
normalno kožno mikrobioto, ki pa je pri dvoživkah v bistveno večji meri vezana na taksone 
kot na prisotnost mikroorganizmov v okolju (McKenzie in sod., 2012). 
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Slika 17: Primerjava vzorcev s kože osebkov iz Planinske jame glede na bakterijske družine. 
 
Na Sliki 18 je prikazana primerjava vzorcev kožnega baterioma človeških ribic iz Planinske 
jame s primerki drugih populacij človeških ribic. Kožna bakterioma osebkov iz Postojnske 
jame (vzorec Vr) in Bobnove jame (vzorec Bj) sta z izredno majhnimi odstopanji praktično 
enaka bakteriomu osebkov in Pj-A-2016 in Pj-B-2015. Vodno okolje Postojnske jame kot 
del postonjsko-planinskega jamskega sistema bi teoretično sicer lahko imelo podobno 
mikrobiološko sestavo kot vodotoki Planinske jame, kar bi pojasnilo podobnost bakterioma 
osebka Vr z osebki Planinske jame kot posledico mikrobne sestave okolja, a to možnost 
povsem izključuje enaka sestava kožnega bakterioma osebka iz Bobnove jame. Ta namreč 
izhaja iz povsem drugega porečja ter tako dodatno potrjuje prisotnost normalnega kožnega 
bakterioma, vezanega na človeško ribico, ki ga tvorijo že omenjeni taksoni 
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Slika 18: Relativna abundanca sekvenc dodeljenih prevladujočim bakterijskim taksonom na koži sedmih 
človeških ribic. 
Čeprav v precej spremenjenem razmerju, je taksone normalne kožne mikrobiote mogoče 
opaziti tudi v na videz heterogeni sestavi kožnega bakterioma vzorca Jame Sežanske Reke 
(JSR). Za razliko od ostalih vzorcev v njem namesto družin Sphingomonadaceae in 
Bradyrhizobiaceae prevladuje družina Burkholderiaceae. Taksone normalnega kožnega 
bakterioma vzorca JSR, ki predstavljajo 73 % kožnega bakterioma, dopolnjujejo družine 
Oxalobacteraceae, Opitutaceae in Ardenticatenaceae. Te sicer najdemo tudi pri nekaterih 
ostalih vzorcih, razen Ardenticatenaceae, ki se pojavlja le v vzorcu JSR. Ker se omenjene 
družine v ostalih vzorcih pojavljajo le izjemoma in v sledeh, teh družin po vsej verjetnosti 
ne moremo opredeliti kot del normalne kožnega bakterioma proteusa.  Njihovo številčnost 
v koži vzorca JSR pa bi lahko bila posledica številčnosti teh družin v vodnem okolju 
Sežanske Reke ali pa fiziološkega stanja vzorčenega osebka. Sestave bakterioma vodnih 
vzorcev Sežanske Reke v okviru pričujočega dela žal nismo analizirali, zato prva razlaga 
ostaja verjetna, a nepotrjena. Enako velja za razlago heterogenosti kožnega bakterioma 





























Aeromonadaceae Rickettsiaceae Ardenticatenaceae Phycisphaeraceae
Opitutaceae Enterobacteriaceae Oxalobacteraceae Comamonadaceae
Flavobacteriaceae Burkholderiaceae Microbacteriaceae Bradyrhizobiaceae
Sphingomonadaceae
Prodan Y. Mikrobiota kože človeške ribice (Proteus anguinus). 46 
     Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2018  
 
 
z njim pogojena učinkovitost obrambnih mehanizmov gostitelja ključna dejavnika pri 
vzdrževanju ravnotežja z mikrobiomom (Woodhams in sod., 2007; Naik in sod. 2012; 
Colombo in sod., 2015) in učinkovitosti omejevanja njegove kolonizacije gostiteljevih 
površin. Spremenjena sestava kožnih izločkov analiziranega proteusa (JSR) bi bila tako 
lahko vzrok za manjšo selektivnost kožnega okolja in z njo povezano opaženo heterogenost 
sestave bakterijske združbe na koži vzorca JSR. Odgovor o vzroku heterogenosti bakterioma 
vzorca JSR bi podala analiza večjega števila vzorcev kože in vzorec vodnega okolja z 
lokacije Sežanska Reka. Žal pa smo bili zaradi nedostopnosti vzorcev, visoke stopnje 
zavarovanosti vrste (Leary in sod., 2008) ter znatnih stroškov in trajanja metagenomskih 
analiz v pričujočem delu omejeni s številom analiziranih vzorcev.  
Po sestavi kožnega bakterioma najbolj izstopa vzorec s kože črne podvrste proteusa (P. a. 
parkelj), odvzet na izviru Jelševnik v Beli krajini (vzorec Ob). Čeprav v njem izrazito 
prevladujejo enterobakterije in aeromonade, je normalni kožni bakteriom v pričakovani 
sestavi in razmerjih taksonov še vedno prisoten. Zaradi predhodno dokumentiranih 
obremenitev podzemnih vodotokov plitkega krasa Bele krajine z nitrati in fekalnimi 
onesnažili kot posledice neurejene kanalizacije gospodinjstev, predvsem pa intenzivnega 
gnojenja, sklepamo, da gre za velik pritisk bakterij fekanega izvora v vodnem okolju 
Jelševnika. 
 
4.3 OBČUTLJIVOST METODOLOGIJE ION TORRENT PRI DETEKCIJI RAZLIČNIH 
TAKSONOMSKIH NIVOJEV 
 
Kot smo predhodno že omenili, smo se v študiji odločili za analizo kožnih bakteriomov s 
sistemom IonTorrent, ki omogoča sočasno analizo sedmih variabilnih regij genov za 16S 
rRNA in s tem potencialno taksonomsko determinacijo preiskovanih bakterijskih združb do 
taksonomskih kategorij do nivoja vrste. 
Analiza vzorcev kože človeških ribic in vode je pokazala izredno visok delež t. i. »dodeljenih 
sekvenc«, torej sekvenc, ki jih je mogoče dodeliti poznanim bakterijskim taksonom v zbirki 
Greenegenes (Preglednica 4, stran 22). Kljub temu pa je delež identificiranih OTU na nivoju 
vrste in rodu, relativno nizek. Slika 18 prikazuje raznolikost in število »dodeljenih sekvenc« 
bakterijskih družin v analiziranih vzorcih. Stolpci v diagramu pa so razdeljeni na dele, ki 
prikazujejo število sekvenc, dodeljenih OTU na nivoju vrste (spodnji, najtemnejši deli 
stolpcev), rodu (srednji deli stolpcev) in število sekvenc, ki jih je bilo mogoče determinirati 
le do nivoja družine (zgornji, najsvetlejši deli stolpcev). Med najpogostejšimi vrstami 
normalnega bakterioma kože so bile prepoznane le Sphingomonas echinoides (zaznan v 
vzorcih kože od 68- do 2.577-krat), Microbacterium ginsengisoli (zaznan od 142- do 4.471-
krat), Cupriavidus necator (zaznan 11- do 209-krat) in Bradyrhizobium sp. (zaznan 9.435- 
do 22.328-krat). Med pogostejšimi bakterijami v vzorcih so bile uspešno prepoznane tudi 
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nekatere vrste in rodovi enterobakterij (Hafnia paralvei, Citrobacter sp., Obesumbacterium 
proteus) in aeromonad (Aermonas sp.), poleg teh pa še številne redkeje zastopane vrste.  
Pri grafičnem prikazu na Sliki 19 je potrebno pojasniti, zakaj je  število sekvenc dodeljeno 
rodovom in vrstam manjše od števila števila rodov dodeljenih družinam. Kljub analizi 
sedmih variabilnih regij gena za 16S rRNA, pa je število analiziranih sekvenc posameznih 
regij (npr. V9) prenizko za identifikacijo taksonov na nivoju vrste ali celo rodu. Ti OTU so 
zato določene le do višjih taksonomskih katergorij. Tako je na primer v družini 
Sphingomonadaceae, ki je v vzorcu Pj-A-2016 zastopana z več kot 80.000 OTU, do rodu 
Sphingomonas opredeljenih le približno 40.000 OTU, zadostno število variabilnih regij 
potrebnih za determinacijo vrste, v tem primeru S. echinoides, pa je prisotno le pri približno 
2000 OTU. Zaradi preglednosti so na Sliki 19 prikazane le družine prevladujočih taksonov.  
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Slika 19: Grafični prikaz števila taksonomskih enot v posameznem vzorcu sedmih proteusov in vzorcu vode. 
Nivo v vsakem stolpcu je ponazorjan s polno barvo, rodu s polprosojno barvo in družine s prosojno barvo. 
 
4.4 DIVERZITETA ALFA 
 
Kljub relativno majhnemu deležu identificiranih OTU na taksonomskem nivoju vrst in 
rodov, pa so vse v nalogi pridobljene sekvence dodeljene OTU na stopnji družin (Slika 19). 
Ta taksonomski nivo smo zato uporabili za analizo diverzitete alfa. Slednja predstavlja 
bogastvo vrst oziroma število taksonov v posameznem mikrobnem okolju oziroma vzorcu, 
































































Sphingomonas echinoides (S) Sphingomonas (S) Sphingomonadaceae (S)
Bradyrhizobium (By) Bradyrhizobiaceae(By) Microbacterium ginsengisoli (M)
Microbacterium (M) Cupriavidus necator (Bh) Cupriavidus (Bh)
Burkholderiaceae (Bh) Cryseobacterium (F) Flavobacterium (F)
Flavobacteriaceae (F) Comamonadaceae (Co) Rickettsiaceae (Ri)
Pasteurellaceae (Pa) Rhodobacteraceae (Rh) Oxalobacteraceae (Ox)
Moraxellaceae (Mo) Opitutaceae (Op) Ardenticatenaceae (Ar)
Citrobacter sp. (En) Hafnia paralvei (En) Obesumbacterium proteus (En)
Enterobacteriaceae (En) Aeromonas sp. (Ae)
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diverzitetnimi indeksi (Noss, 1990). Akumulacijski krivulji na podlagi neposredno opaženih 
OTU in s cenilko Chao-1 ocenjenih OTU sta prikazani na Slikama 20 in 21. V obeh primerih 
krivulje dosežejo plato in vzorčenjem nad 45.000 sekvenc ostajajo nespremenjene. Število 
ocenejnih in opaženih OTU je tudi enako, kar kaže na temeljito vzorčenje, brez pričakovanih 
nezaznanih OTU v vseh vzorcih. Kot je pokazala že neposredna primerjava OTU (Slika 21) 
je najvišja diverziteta v vzorcu vode (96 OTU). Tej sledi vzorec kože proteusa iz Jame 
Sežanske Reke (56 OTU), diverziteta ostalih vzorcev kože pa je izrazito nižja in se giblje 




Slika 20: Meritev Chao-1 indeksa. 
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4.5 PRIMERJAVA KOŽNEGA BAKTERIOMA ČLOVEŠKE RIBICE Z DRUGIMI 
DVOŽIVKAMI  
 
Prisotnost vseh dominanatnih bakterjskih taksonov na koži je bila predhodno potrjena tudi 
pri ostalih dvoživkah (npr. brezrepe dvoživke Atelopus zeteki, Rana italica in Anaxyrus 
boreas ter repati dvoživki Plethodon jordan in Salamandra salamandra), tako: 
Sphingomonadaceae (Federici in sod., 2015; Becker in sod., 2014, 2015a; Bataille in sod., 
2016; Longo in Zamudio, 2017; Bletz in sod., 2017a; Sanchez in sod., 2017) z rodom 
Sphingomonas (Lauer in sod., 2008; Longo in sod., 2015; McKenzie in sod., 2012; 
Kueneman in sod., 2015; Walke in sod., 2015a; Fitzpatrick in sod., 2014; Belden in sod., 
2015; Sabino-Pinto in sod., 2016), Bradyrhizobiaceae (Fitzpatrick in sod., 2014; Longo in 
Zamudio, 2017; Bletz in sod., 2017c; Sabino-Pinto in sod., 2016), rod Microbacterium 
(Walke in sod., 2014; Becker in sod., 2015b; Jani in sod., 2014; Lauer in sod., 2007, 2008; 
Culp in sod., 2007; Bataille in sod., 2016), Burkholderiaceae (Federici in sod., 2015; 
Fitzpatrick in sod., 2014; Sanchez in sod., 2017) in Flavobacteiaceae (Walke in sod., 2015a; 
Federici in sod., 2015; McKenzie in sod., 2012; Kueneman, 2014, 2015; Bletz in sod., 2017b, 
2017c; Sabino-Pinto in sod. 2016; Vences in sod., 2016). Kljub temu pa se pri proteusu 
omenjeni taksoni pojavljajo v različnih relativnih abundancah kot pri ostalih dvoživkah, zato 
lahko kombinacijo teh taksonov na koži proteusa, tako kot v primeru drugih dvoživk (Walke 
in sod., 2014; Rebollar in sod., 2016; Belden in sod., 2015; McKenzie in sod., 2012; Bletz 
in sod., 2017c), lahko obravnavamo kot proutesu lastno. Prisotnost enakih bakterijskih 
taksonov na koži proteusa in drugih dvoživk kaže na delovanje podobnih selektivnih 
mehanizmov na koži dvoživk. Kljub temu, da mehanizmi selekcije in vzdrževnja kožnega 
bakterioma pri dvoživkah še niso povsem raziskani (Walke in sod., 2014), pa splošni 
selektivni dejavniki  po vsej verjetnosti vključujejo pH, lizocime in fizikalne lastnosti kožne 
sluzi (Delplace in sod., 2002; Rollins-Smith in Woodhams, 2012; Meyer in sod., 2012), 
medtem ko vrstno-specifično selektivnost najverjetneje lahko pripišemo antimikrobnim 
peptidom, alkaloidom, oligosaharidom, imunskemu odzivu in modulatorjem adhezije 
(Rollins-Smith in Woodhams, 2012; Woodhams in sod., 2006, 2007, 2014; Daum in sod., 
2012; Rollins-Smith, 2009; Loudon in sod., 2014). 
Medtem ko imajo osebki s Planinske, Postojnske in Bobnove jame zelo primerljivo sestavo  
kožnega bakterioma, pa ta pri osebkih iz Jame Sežanske Reke in Obršca precej odstopa. 
Kljub temu, da je sestava kožne mikrobiote odvisna predvsem od vrste gostitelja (McKenzie 
in sod., 2012; Walke in sod., 2014; Bletz in sod., 2017c; Rebollar in sod., 2016), pa nanjo 
vplivajo tudi drugi dejavniki. Poleg odvisnosti od faze razvoja (Kueneman in sod., 2014; 
Sanchez in sod., 2017), ki pri proteusu zaradi njegove neoteničnosti nima vpliva (Langecker, 
2000), na kožni bakteriom dvoživk vpliva pritisk bakterij v njegovem okolju (Kueneman et 
al., 2014, Rebollar et al., 2016, Bletz et al 2017c, Sanchez et al. 2017, Sabino-Pinto et al. 
2016). Tem bi lahko pripisali zamik v sestavi kožnega mikrbioma osebka iz Jame Sežanske 
Reke, pri katerih taksone normalne kožne mikrobiote proteusa dopolnjujejo predstavniki  
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družin Ardenticatenaceae, Opituitaceae in Oxalobacteriaceae, taksonov, ki jih pogosto 
najdemo v podzemnih vodah (Kawachi in sod., 2013; Engel in sod., 2010). 
Največje odstopanje v sestavi kožne mikrobiote smo opazili pri črnem močerilu iz 
belokranjskega izvira Obršec, pri katerem izrazito prevladujejo enterobakterije in 
areomonade, taksoni normalne mikrobiote pa predstavljajo manj kot 10 % njegovega 
bakterioma. Ne glede na to, da so predstavniki družin Entereobacteriaceae in 
Aeromonadaceae pogosto del normalne kožne mikrobiote dvoživk, pa njuno izrazito 
prevladovanje na koži črnega proteusa in prisotnost rodov Hafnia, Enterobacter, Serratia in 
Citrobacter, ki so pogosti človeški in živalski črevesni komenzali in občasni patogeni 
(Madigan in sod., 2010), kaže na veliko verjetnost fekalnega onesnaženja okolja črnega 
osebka (Janda in Abbot, 2006; Forsythe in sod., 2015; Borenshtein in Schauer, 2006; 
Grimont, F. in Grimont, P.A.D., 2006). Kljub temu, da ugotavljanje izvora morebitnega 
fekalnega onesnaženja vodnega okolja presega okvire naloge, bi vzrok za opaženo sestavo 
kožne mikrobiote najverjetneje lahko pripisali intenzivnemu gnojenju kmetijskih površin na 
izredno prepustni kraški podlagi plitkega belokranjskga krasa (Plut, 2013) ali pa neurejenim 
kanalizacijskim razmeram v regiji. Črna podvrsta človeške ribice je razširjena le na 3 km2 
velikem območju v Beli krajini, kar jo uvršča med najbolj ogrožene vrste vretenčarjev v 
Evropi, zato je opaženo odstopanje sestave njene kožne mikrobiote toliko bolj zaskrbljujoče. 
Kljub temu pa je potrebno izpostaviti, da gre v našem primeru  za pilotsko študijo izvedeno 
le na enem osebku. Za kakršnekoli zaključke pa bi poleg večjega števila vzorcev kože 
potrebovali tudi dosledno vzorčenje vode. Poleg tega so vsi podzemni vodotoki v katerih 
najdemo črno podvrsto, vključno z izvirom Obršec, izredno majhni vodotoki. V primerjavi 
z večjimi vodnimi okolji v katerih smo vzorčili ostale osebke, so ti veliko bolj občutljivi tudi 
za manjše vnose onesnažil, ki lahko hitro presegajo varne koncentracije. 
Kljub prevladi okoljskih bakterij v mikrobni združbi kože proteusa, smo v koži vseh 
preiskanih osebkov zasledili tudi taksone, ki jih v vodnem bakteriomu vode ni bilo. Gre za 
vrste Cupriavidus necator (družina Burkholderiaceae), Sphingomonas echinoides (družina 
Sphingomonadaceae), Microbacterium ginsengisoli (družina Microbacteriaceae) in rod 
Streptococcus (družina Streptococcaceae). Cupriavidus necator je med temi metabolno 
najbolj zanimiva, saj ima  zaradi svoje sposobnosti razgrajevanja aromatskih spojin in 
proizvodnje biopolimerov iz različnih onesnaževalcev velik biotehnološki potencial pri 
bioremediaciji (Berezina in sod., 2015). Kljub temu, da so aromatske spojine  zaradi svojega 
širokega spektra uporabe v industriji ter posledičnega tranzita v vodo in tla med glavnimi 
onesnažili vodotokov, pa zaradi majhnega deleža C. necator v kožnem mikrobiomu, njegova 
potencialno zaščitna vloga pred polutanti ni zelo verjetna. V vseh vzorcih s kože smo našli 
tudi bakterije rodu Streptococcus, katerih potencialno vlogo v kožnem bakteriomu je, zaradi 
metabolne heterogenosti, težko predpostaviti. Vrsta Microbacterium ginegisoli je bila prvič 
izolirana v Koreji iz vzorca tal na poljih rastline ginseng (Park in sod., 2008). Gre za talne 
mikroorganizme brez metabolnih poti, ki bi lahko ključno prispevale k dobrobiti gostitelja, 
zato o njegovi vlogi na koži ne moremo sklepati.  Enako velja tudi za rod Sphingomonas 
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(družina Sphingomonadaceae). Gre za po Gramu negativno, aerobno bakterijo, ki živi v 
različnih okoljih (morska voda, sveža voda, tla) in lahko uporablja široko paleto organskih 
snovi, vključno z okoljskimi kontaminanti. Najbolj znana je zaradi sfingoglikolipida z dolgo 
verižno bazo dihidrosfingozina, ki nadomešča tipični bakterijski lipopolisaharid (Lee in sod., 
2001). Med pogostejšimi taksoni prisotnimi v koži vseh osebkov je tudi rod Bradyrhizobium. 
Rod je znani laboratorijski kontaminant (Salter in sod., 2014). Ker pa je rod prisoten tudi v 
koži dvoživk (Fitzpatrick in sod., 2014), poleg tega pa ga v naši analizi nismo našli v vzorcu 
vode, možnost kontaminacije v našem primeru najverjetneje lahko izključimo. 
Ubikvitarnost prevladujočih taksonov v koži proteusa in širok nabor njihovih metabolnih 
poti kažejo na odsotnost avtohtonih kožnih simbiontov, ki bi dopolnjevali fiziološke procese 
vezane na kožo proteusa. Kljub temu pa ni zanemarljiva zaščitna vloga normalne kožne 
mikrobiote pred patogeni (Austin, 2000; Daskin in sod., 2014; Kueneman in sod., 2016; 
Woodhams in sod., 2014), ki najverjetneje tudi na koži proteusa zaseda nišo, ki bi jo sicer 
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Na podlagi dobljenih rezultatov sklepamo naslednje: 
– NGS-metoda z uporabo mešanic sedmih variabilnih regij gena za 16S rRNA se je 
izkazala kot učinkovita in zadosti občutljiva metoda za tovrstne raziskave, saj smo v 
naši študiji pridobili vpogled v bakterijske profile vseh osebkov tudi do nivoja vrste. 
– Primerjava bakterioma vodnega okolja in bakterioma kož je pokazala, da kožne 
katerije izvirajo iz vodnega okolja, a je nihova raznolikost bistveno nižja od vodnega 
okolja. 
– V koži proteusa prevladujejo taksoni: Sphingomonadaceae, Bradyrhizobiaceae, 
Microbacterium, Burkholderiaceae in Flavobacteriaceae. Ti taksoni so bili zaznani 
pri vseh preiskanih osebkih in po vsej verjetnosti predstavljajo normalno kožno 
mikrobioto proteusa, ki doslej ni bila opisana. 
– Primerjava bakterijske združbe kože istega osebka v dveh zaporednih letih kaže tako 
na ohranjenost prevladujočih taksonov, kot na časovno dinamiko manjšega dela 
kožnega bakterioma človeške ribice. 
– Med vzorci po sestavi mikrobiote izrazito odstopa vzorec s kože črne človeške ribice 
(Ob), v katerem prevladujejo bakterije iz družine Enterobacteriaceae in 
Aeromonadaceae. Normalni kožni bakteriom je sicer prisoten v pričakovani sestavi 
in razmerjih taksonov, a predstavlja le manjši del kožnega mikrobioma tega osebka. 
 
 
Prvo hipotezo, da je bakteriom kože proteusa manj raznolik od bakterioma njegovega 
vodnega okolja smo potrdili. Prav tako smo potrdili drugo hipotezo, v kateri smo predvideli, 
da v kožnem bateriomu proteusa prevladujejo okoljske bakterije. Tretjo hipotezo, da kožni 
bakteriom proteusa odraža bakterijsko združbo njegovega vodnega okolja, pa smo z 
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Poznavanje funkcije in pomena kožnega mikrobioma človeške ribice sta ključna za boljše 
razumevanje njene fiziologije in patogeneze kožnih okužb te ogrožene jamske dvoživke, 
analiza sestave kožnega mikrobioma pa je prvi korak k poznavanju pomena interakcij med 
kožno mikrobioto in gotiteljem. V nalogi smo z metodologijo NGS pridobili prvi vpogled v 
sestavo kožnega mikrobioma proteusa. Dokazali smo prisotnost njene naravne kožne 
mikrobiote, ki doslej ni bila poznana in primerjali sestavo kožnega bakterioma človeških 
ribic iz različnih jamskih sistemov v Sloveniji (Planinske jame, Postojnske jame, Bobnove 
jame, izvira Obršec in Jame Sežanske Reke) ter ga primerjali z bakteriomom vzoca vode iz 
Planinske jame, ki je služila kot primer naravnega okolja človeških ribic. Analiza je pokazala 
veliko podobnost kožnih bakteriomov med različnimi populacijami, v katerih prevladujejo 
taksoni Sphingomonadaceae, Bradyrhizobiaceae, Microbacterium, Burkholderiaceae in 
Flavobacteriaceae, ki izvirajo iz vodnega okolja. Ti najverjetneje predstavljajo normalno 
kožno mikrobioto kože proteusa, ki doslej ni bila poznana. Med vzorci je odstopal vzorec 
črne človeške ribice iz izvira Obršec, pri katerem so sicer prevladujoče bakterijske taksone 
skoraj v celoti nadomestile Enterobacteriaceae in Aeromonadaceae, ki nakazujejo veliko 
verjetnost fekalnega onesnaženja omenjenega vodnega vira. V dveh zaporednih letih odvzeta 
vzorca kožne mikrobiote istega osebka v Planinski jami je pokazala na rahla nihanja kožnega 
bakterioma posameznega osebka. Gre za pilotsko študijo z majhnim številom osebkov, zato 
bo za trdnejše zaključke o sestavi in potencialni vlogi kožne mikrobiote proteusa potrebno 
vključiti večje število osebkov. Kljub temu pa lahko zaključimo, da smo v nalogi ugotovili 
prisotnost normalne kožne mikrobiote človeške ribice, časovno dinamiko njenega manjšega 
dela, obremenjenost kože črne podvrste proteusa z enterobakterijami in zadostno 
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